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4第 1 章 序論
血管新生は新しい血管系の構築を意味する言葉であり、癌の増殖や転移に必須の過程
であると考えられている。血管新生において、血管内皮細胞が中心的な役割を担ってい
る血管内皮細胞増殖因子（vascular endothelial growth factor: VEGF）のような増殖因子に反
応して、血管内皮細胞の基底膜消化・遊走・増殖を起こし、その結果、血管新生が誘導
され、癌に酸素や栄養を供給している。
1
この血管新生を阻害することにより癌の増殖
を抑制できることは、Folkman の報告 2を初めとして数多くの論文で報告されており、実
際、血管新生阻害剤の臨床上の有用性は VEGF に対するモノクローナル抗体であるベバ
シズマブ（Avastin○R）によって証明された。ベバシズマブは 2004 年米国食品医薬品局（food
and drug administration: FDA）により結腸直腸がん治療用途の臨床使用を承認され、さら
に結腸直腸がん以外のがんについても有効性を示している。
3
現在までに数多くの低分子の血管新生阻害剤が報告されているが、中でも VEGF 受容
体（vascular endothelial growth factor receptor: VEGFR）、主に VEGFR-2（kinase insert
domain–containing receptor: KDR とも呼ばれている）をターゲットにしたチロシンキナー
ゼ阻害剤が最もよく研究されており、強力な VEGFR-2 リン酸化阻害作用を有するマルチ
キナーゼ阻害剤であるスニチニブ
4
、ソラフェニブ
5
、パゾパニブ
6
の 3 剤が進行癌の治療
で承認されている（図 1）。
Sunitinib Sorafenib Pazopanib
Figure 1
これら薬剤は臨床上の有用性が証明されている一方で、高血圧、蛋白尿、出血といっ
た VEGFR-2 キナーゼ（VEGF シグナル）を阻害することによるオンターゲットの副作用
5が報告されている。
7, 8
また血管内皮細胞を標的とする血管新生阻害剤は、薬剤耐性の問
題が発生しにくい治療方法として期待されていたが、臨床における VEGFR 阻害剤による
治療の拡大により、現在では、VEGFR阻害剤に対する耐性機構の存在が示唆されており、
生存期間の長期延長の阻害要因となることが考えられている。
9-11
従って既存の VEGFR
阻害剤のメカニズムとは異なるメカニズムで、これらの欠点を克服する新たな血管新生
阻害剤が求められている。
VEGF 抗体ベバシズマブは VEGF と結合することにより、その受容体（VEGFR）との
結合を阻害し
12
、また低分子 VEGFR-2 阻害剤は VEGFR-2 キナーゼの自己リン酸化阻害
により、血管内皮細胞の増殖や管腔形成を阻害する。従って、VEGF シグナルを経なくと
も、機能的に血管内皮細胞の増殖を阻害すれば血管新生を抑制できると考えられ
13
、
VEGFR-2 の自己リン酸化を阻害せず血管内皮細胞の増殖を阻害するような血管新生阻害
剤は、前述の VEGFR-2 阻害剤のような副作用や薬剤耐性を回避する可能性があり、新た
な血管新生阻害剤の創製に繋がると考えられる。
このような背景のもと、著者はヒト臍帯静脈内皮細胞（human umbilical vein endothelial
cell: HUVEC）を用いたセルベース・ハイスループットスクリーニングで発見された血管
新生阻害化合物、RO0123743（1）を本研究のリード化合物に選定した。本リード化合物
は、in vitro ならびに in vivo において血管新生を阻害し、細胞毒性ならびに VEGFR-2 リ
ン酸化阻害活性を示さない。著者はこのリード化合物から種々の誘導体合成を行ない、
構造活性相関を詳細に検討した。その結果、HUVEC 増殖阻害活性の改善だけでなく、正
常細胞や癌細胞に対して細胞毒性を示さず HUVEC 増殖のみを特異的に阻害し、溶解性、
代謝安定性、動物モデルでの薬効に関しても改善された化合物 32f および 32g を見いだす
ことに成功した（スキーム 1）。
本論文では、リード化合物 1 の同定と、著者の行なった一連の化合物合成と構造活性
相関研究によるリード化合物の構造最適化、ならびに種々の in vitro、in vivo の評価につ
いて論述する。
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7第 2 章 研究方針
血管新生阻害作用を有するリード化合物を得るために、図 2 に示すような評価カスケ
ードでリード化合物を同定することにした。即ち、まず HUVEC を用いて、ロシュ社保
有の化合物ライブラリーを用いてセルベース・ハイスループットスクリーニングを行い、
血管内皮細胞の増殖を阻害する化合物群を同定することにした。ただし、ここで得られ
た化合物群は、細胞毒性を示したり、VEGFR-2 キナーゼを阻害することにより、HUVEC
の増殖を阻害している可能性がある。そこで、これらの可能性を排除するために、カウ
ンターアッセイとして細胞毒性化合物の影響を受けやすいヒト大腸癌由来細胞 HCT116
に対する細胞毒性評価を行なうとともに、VEGFR-2 キナーゼ阻害を評価して、これらの
評価で阻害活性を示す化合物群を排除することにした。こうして得られた化合物は in
vitro で細胞毒性を示さず、VEGFR-2 キナーゼを阻害しない血管内皮細胞阻害化合物とい
うことになる。次に in vitro の結果を反映して in vivo において血管新生阻害作用および抗
腫瘍効果を示すかどうかを調べ、より生体に近い状態で概念実証（proof of concept）する
こととした。
Cellular Antiproliferation of
VEGF-stimulated HUVEC and HCT116
VEGFR-2 Phosphorylation Inhibition
Tumor Growth Inhibition and Microvessel Density
Reduction in Animal Model via Oral Administration
IC50 (HCT116) / IC50 (HUVEC) > 5
IC50 > 50 M
Figure 2. Evaluation cascade
また患者の負担を軽減させるためには注射剤（i.v.）よりは経口剤（p.o.）として開発す
る方が望ましい。創薬においてリード化合物は溶解性、代謝安定性、薬物動態などのプ
ロファイルが良い化合物は少なく、経口剤として投与可能なリード化合物もそれほど多
8くはない。そこで、リード化合物の構造最適化において、経口投与を可能にする構造変
換を行なう必要をなくすため、著者は経口投与で薬効を示す化合物をリード化合物とし、
化学的な改良、構造活性相関を調べ、よりドラッグライクな化合物へと導くこととした。
9第 3 章 セルベース・ハイスループットスクリーニン
グによる新規血管新生阻害剤の同定
最初のスクリーニングとして、280,000 化合物をジメチルスルホキシド 4 M の濃度に
て、HUVEC 増殖阻害アッセイを行い、血管内皮細胞の増殖を 50%以上阻害する 2,047 化
合物を得た。得られた化合物は、続いて HCT116 を用いた細胞増殖阻害アッセイを行い、
HCT116 と HUVEC の IC50の差が 5 倍以上の細胞選択性（HCT116/HUVEC）を有する 78
化合物を選択し、細胞毒性を示す化合物を排除した。さらに VEGFR-2 リン酸化阻害アッ
セイを行ない、VEGFR-2 のリン酸化阻害を示さない 14 化合物（IC50 >50 M）を選択し
た。さらに、ヒト肺癌細胞（Calu-6）は血管新生阻害剤に感受性があるとの報告 14 から、
これをマウスの中でヒト癌細胞が増殖し腫瘍を形成するゼノグラフトモデルの細胞株に
選定し、これら 14 化合物のヌードマウスを用いた Calu-6 に対する抗腫瘍効果（tumor
growth inhibition: TGI）と血管新生評価の指標として微小血管密度（microvessel density:
MVD）の減少を測定し、両測定で効果があった RO0123743（1）を最も有望なリード化
合物として選定した。 このリード化合物 1 は HUVEC 増殖阻害で IC50 = 1.3 M を示すの
に対し、ヒト大腸癌由来細胞 HCT116 では IC50 = 34 M と増殖阻害は弱く、高い細胞選択
性を示した（HCT116/HUVEC = 26）。In vivo においても、投与量 600 mg/kg、11 日間経口
にて連投したところ、弱いながら抗腫瘍効果（TGI = 34%）、そして血管密度の減少（MVD
reduction = 15%）が認められた（図 3）。
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Figure 3. (a) In vivo antitumor activity in the Calu-6 xenograft model. Compound 1 was orally
administered once a day for 11 days at 300 and 600 mg/kg to tumor bearing Balb/c nude mice. (b)
MVD reduction in the Calu-6 xenograft tissue. Photographs are immunohistochemical staining of
tumor tissues by anti-mouse CD31 antibody (×10 magnification). Endothelial cells are stained
brown.
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第 4 章 新規血管新生阻害剤の合成と構造活性相関に
関する研究
第 1 節 誘導体の合成方針
リード化合物 1 の最適化は、図 2 で示した評価カスケードに沿って行なうこととした。
即ち、まずは HUVEC の増殖阻害活性をリード化合物 1 より向上させ、HCT116 の増殖阻
害活性は阻害しない誘導体を合成する。このプロファイルを満たし、選択された誘導体
は VEGFR-2 のリン酸化阻害試験を行なって阻害がないことを確認する。最後に in vivo
試験を行ない、抗腫瘍効果と血管新生阻害を評価することで概念実証し、リード化合物 1
をよりドラッグライクな誘導体へと導き選択することとした。
リード化合物 1 と相互作用する標的分子（標的蛋白）は不明のため、X 線結晶構造情
報に基づいた誘導化は実施できない。そこで、HUVEC と HCT116 に対する増殖阻害活性
の構造活性相関を検討するために以下に示すような誘導体の合成方針をとった（スキー
ム 2）。
(i) リード化合物のA環およびB環の置換基の除去と変換による置換基の必要性の検
討と最適化
(ii) リンカー部分（ベンジルフェニルエーテル）の構造活性相関の検討と最適化
(iii) 最適なリンカーでの A 環および B 環の構造活性相関の詳細な検討と活性、物性、
代謝安定性の最適化
12
A環、B環の構造活性相関
および最適化
リンカーの最適化
最適なリンカーでの構造活性相関
および最適化
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Scheme 2. Modification strategy of the lead compound 1
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第 2 節 ベンジルフェニルエーテル誘導体の合成と構造活性相関
リード化合物 1 は A 環上に、クロロ基、メチル基、B 環上にメトキシ基、アセチル基
を有する。これらの置換基が必須かどうかを調べるために、置換基の除去あるいは変換
を検討した。
第 1 項 ベンジルフェニルエーテル誘導体の合成
ベンジルフェニルエーテル誘導体 4a-c はジメチルホルムアミド中炭酸カリウム存在下、
市販されているフェノール 2a-cと塩化ベンジル 3a-bから 80 °Cで反応させることにより、
それぞれ良好な収率で合成した（スキーム 3）。
K2CO3
DMF, 80 °C
93-98%
4a, R1 = Me, R2 = H, R3 = OMe, R4 = Ac
4b, R1 = H, R2 = Cl, R3 = OMe, R4 = Ac
4c, R1 = Me, R2 = Cl, R3 = H, R4 = CN
2a, R1 = Me, R2 = Cl
2b, R1 = H, R2 = Cl
2c, R1 = Me, R2 = H
3a, R3 = OMe, R4 = Ac
3b, R3 = H, R4 = CN
Scheme 3. Synthesis of benzyl phenyl ether derivatives 4 from phenols 2 and benzyl chlorides 3
リード化合物 1 のアセチル基をエチル基に変換するために、1 をトリフルオロ酢酸中ト
リエチルシランを加え、室温で反応させることにより、低収率ながら目的の 5 を合成し
た（スキーム 4）。
1
Et3SiH
TFA, rt, 6 h
36%
5
O
O
Cl
O
O
Cl
O
Scheme 4. Synthesis of 5 from the lead compound 1
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市販の 4-メトキシ安息香酸エチル（6）を基にして、R4部位をさらにエステル（11）、
カルボン酸（9a-b）、アミド（10a-b）、ニトリル（12）へ変換するために、スキーム 5 に
示す方法で合成した。即ち、市販の 4-メトキシ安息香酸エチル（6）を Iyer らの報告 15
を参考にして、ジクロロメタン中四塩化スズ存在下、クロロメチルメチルエーテルを作
用させ、Friedel-Crafts 反応により 7 を合成した。次に 7 をジメチルホルムアミド中炭酸カ
リウム存在下、市販されているフェノール 2a-b と 80 °C で反応させることにより、8a-b
をそれぞれ 100%の収率で合成した。続いて 8a-b をメタノール中 20% 水酸化カリウム水
溶液で加熱することによりカルボン酸 9a-b に変換後、アミン源として塩化アンモニウム
を用い、ジメチルホルムアミド中 1-ヒドロキシベンゾトリアゾール（HOBT）と N,N-ジ
イソプロピルエチルアミン（DIPEA）存在下、1-エチル-3-(3-ジメチルアミノプロピル)カ
ルボジイミド（EDC）にて縮合することによりアミド誘導体 10a-b へと導いた。
メチルエステル誘導体 11 はカルボン酸 9a をトルエンとメタノールの混合溶媒中、ト
リメチルシリルジアゾメタンを反応させることにより合成した。またニトリル誘導体 12
は Heck ら 16により報告されている方法に従い、aldehyde-catalyzed water transfer によって
アミド誘導体 10a から変換した。
EDC, HOBT
NH4Cl, DIPEA
DMF, rt
88-96%
20%KOH
MeOH, reflux, 1 h
96-99%
10a, R1 = Me
10b, R1 = H
9a, R1 = Me
9b, R1 = H
1211
6 7 8a, R1 = Me
8b, R1 = H
MOMCl, SnCl4
CH2Cl2, 0 ℃, 5 h
60%
2a-b, K2CO3
DMF, 80 ℃
100%
TMSCHN2
Toluene, MeOH
rt, 2.5 h, 95%
(HCHO)n
HCOOH
CH3CN
reflux, 14 h
77%
9a 10a
Scheme 5. Modification of acetyl group of the lead compound 1
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第 2 項 ベンジルフェニルエーテル誘導体の構造活性相関および最適化
表 1 に、第 1 項で合成した化合物 1 の誘導体に関する HUVEC 増殖阻害活性と HCT116
増殖阻害活性の結果を示した。更に、それらの細胞選択性も併せて示した。
Table 1. Cell growth inhibition of benzyl phenyl ethers against HUVEC and HCT116
R1 R2 R3 R4
1 Me Cl MeO 1.3 34 26
11 Me Cl MeO 2.3 23 10
12 Me Cl MeO CN 1.5 >50 >33
5 Me Cl MeO Et 40 43 1.1
10a Me Cl MeO 0.64 >50 >78
9a Me Cl MeO >50 >50 NDb
4b H Cl MeO 1.2 39 33
10b H Cl MeO 0.66 >50 >75
4a Me H MeO 2.8 24 8.6
4c Me Cl H CN 11 45 4.1
a IC50 ratio of HCT116 to HUVEC.
b Not determined.
Compd
HUVEC HCT116 HCT116/HUVEC
Cell Growth Inhibition/IC50 (mM) SelectivityaSubstituents
*
O
OH*
O
NH2*
O
NH2*
O
*
O
*
O
O
R2
R1
R4
R3
A
B
O*
O
まず B 環のアセチル基（R4部位）であるが、メチルエステル基（11）やシアノ基（12）
に変換しても、HUVEC 増殖阻害活性は若干低下するものの維持する傾向にあった。エチ
ル基（5）は HUVEC 増殖阻害活性を著しく低下させた（IC50 = 40 M）。一方、アセチル
基をアミド基（10a）へと変換すると、HUVEC 増殖阻害活性（IC50値）は 0.64 M とリ
16
ード化合物より強い増殖阻害活性を示した。これらの結果は、R4にはカルボニルの酸素
原子などの水素受容体が HUVEC 増殖阻害活性に必須で、アミド基の窒素上の水素原子
は水素供与体として働き、HUVEC 増殖阻害活性を高めていることを示唆している。また
このアミド誘導体 10a は HCT116 に対して増殖阻害活性を示さなかったので（IC50 > 50
M）、細胞選択性（HCT116 と HUVEC との IC50比）も>78 となり HUVEC 選択的に増殖
阻害活性を示すことが判った。ところで、カルボキシル基（9a）は水素受容体と供与体
を両方持ち合わせている置換基であるが、HUVEC および HCT116 に対して全く増殖阻害
活性を示さなかった。これはおそらくカルボン酸 9a の細胞膜透過性が低いためだと考え
ている。
次に A 環、B 環の R1、R2、R3部位の置換基の除去による構造活性相関を調べた。その
結果、リード化合物 1 とアミド誘導体 10a と比較して、R1部位のメチル基を除去した 4b
と 10b は HUVEC（化合物 4b の IC50値 = 1.2 M および化合物 10b の IC50 値 = 0.66 M）
および HCT116 （化合物 4b の IC50値 = 39 M および化合物 10b の IC50 値 > 50 M）の
増殖阻害活性に影響を与えないことが判明した。しかしながら、R2部位のクロロ基（4a）
もしくは R3部位のメトキシ基（4c）を除去すると HUVEC 増殖阻害活性が低下し、R2と
R3部位が HUVEC 増殖阻害活性に重要であることが示唆された。
以上のように、リード化合物 1 の A 環、B 環の R1から R4部位の最適化を行なった結
果、R4がアミド基の 10a と 10b は HUVEC 増殖阻害活性が向上した点で最適であること
が判明したので、評価カスケードに従って VEGFR-2 リン酸化阻害試験、さらには in vivo
試験を検討することにした。
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第3項 ベンジルフェニルエーテル誘導体のVEGFR-2リン酸化阻害活性ならびに
in vivo での抗腫瘍効果と血管新生阻害効果
表 2 にリード化合物 1 とアミド誘導体 10a と 10b の VEGFR-2 リン酸化阻害活性、なら
びに in vivo での抗腫瘍効果と血管新生阻害効果の結果を示した。
VEGFR-2 リン酸化阻害活性に関しては 10a、10b ともに阻害活性を示さなかった（IC50
> 50）ため、さらに高次の系（in vivo）で評価した。メチル基を持たない化合物 10b をヒ
ト肺癌細胞（Calu-6） ゼノグラフトモデルにて、600 mg/kg をマウスに経口投与で 1 日 1
回 11 日間投与したところ、抗腫瘍効果（TGI）は 62%、微小血管密度（MVD）の減少は
27%とリード化合物よりも改善した。一方、メチル置換の 10a の TGI は 14%と弱く、MVD
の減少も認められなかった。この 10a と 10b との in vivo での薬効の差は、10a のメチル
基が酸化代謝されることに起因すると考えた。実際、肝ミクロソーム中での代謝安定性
を調べたところ、10a の肝ミクロソーム中でのクリアランス値が 414 L/min/mg、10b の
クリアランス値が 97 L/min/mg と 10b に 4 倍程度の代謝安定性が観測された。しかしな
がら、10a と同じく A 環にメチル基を有するリード化合物 1 にも、抗腫瘍効果（TGI = 34%）
と微少血管密度の減少（MVD reduction = 15%）が認められているため、代謝安定性の違
いだけでは薬効の差を説明できない。
Table 2. VEGFR-2 inhibition and in vivo antitumor efficacy of 10a and 10b
VEGFR-2 Inhibition In Vivo Antitumor Efficacy b
IC50 (mM) TGI (%)
1 Me CH3 >50 NDd 34 15
10b H NH2 >50 97 62 27
10a Me NH2 >50 414 14 0
a Clearance of test compound when incubated with mouse liver microsomes.
b Compound 10a and 10b were orally administered at 600 mg/kg in the Calu-6 xenograft model.
c Microvessel density reduction in the Calu-6 xenograft tissue.
d Not determined.
Compd R1
Microsomal Clearancea
MVD reductionc (%)
(mL/min/mg)
R2
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以上のように、VEGFR-2 リン酸化阻害試験、in vivo 試験を行ない、10a と 10b を比較
した結果、A 環の置換基にメチル基を持たない 10b が最適であることが判ったので、次
にリンカーの構造活性相関および最適化を調べることとした。
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第 3 節 ベンジルフェニルエーテル誘導体のリンカーの構造活性相関
および最適化
エーテルリンカーを持つアミド誘導体 10b は HUVEC に対する増殖阻害活性の IC50値
が 0.66 M と、活性としては必ずしも強いとは言えないものであった。著者はこの原因
を 10b のエーテルリンカーの配座柔軟性（conformational flexibility）が高いためと考えた。
一般的にエントロピーペナルティを克服し、リガンド活性を改善するのに適した戦略は
配座柔軟性を制限することで、リード化合物の構造にもよるが、立体配座の固定化は構
造最適化でよく行なわれる。
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そこで、著者はこの 10b の配座柔軟性の制限、即ち立体
配座を固定化すれば、さらなる阻害活性の向上が見込めると考え、エーテルリンカーよ
り配座柔軟性が低いリンカーであるアミド（19）、トランスオレフィン（22）、シスオレ
フィン（23）をデザインし活性評価することにした。
第 1 項 アミドおよびオレフィンリンカー誘導体の合成
アミドリンカー19 は市販の p-ヒドロキシ安息香酸エチル（13）から 6 ステップで合成
した（スキーム 6）。まず、1,2-ジクロロエタン中塩化マグネシウムとトリエチルアミン存
在下、パラホルムアルデヒドでホルミル化した。Skattebøl ら 18の方法では、溶媒として
アセトニトリルを用いているが、その条件では、原料 13 が 3 割ほど残ったため、特に溶
媒を中心とした条件検討を行なった（表 3）。5 種類の溶媒（クロロホルム、アセトニト
リル、テトラヒドロフラン、トルエン、ジメチルホルムアミド）を試みた段階でクロロ
ホルムが最も変換率が高かった（表 3、実験 1）。文献 18ではフェノールを基質にした場
合にジクロロメタン中高収率（89%）でホルミル体を得ており、このホルミル化はハロゲ
ン系溶媒が適している可能性が考えられ、更に溶媒を検討した。表 3、実験 7 に示すよう
に 1,2-ジクロロエタンを用いたところ、クロロホルムを上回る溶媒効果を示した。この際、
トリエチルアミンの等量を 7.5 等量から 6 等量まで減らしても、変換率に影響は与えなか
った（表 3、実験 6 および 7）。更に塩化マグネシウムの等量を 3 等量から 5 等量に増や
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すことで、ホルミル体 14 の生成比を向上させることができた（表 3、実験 8）。この条件
は 30 グラムスケールでも実施可能で、76%の単離収率で目的物を与えることが判った。
得られた 14 を硫酸ジメチルでメチル化後、続いて Pinnick 酸化 19によりアルデヒドを
カルボン酸とした。更に、得られたカルボン酸 16 を塩化オキサリルで酸塩化物に変換後、
続いて 4-クロロアニリンと反応させることによりアニリド 17 を合成した。そして、17
のエステル基を 20% 水酸化カリウム水溶液で加水分解後、ジメチルホルムアミド中
HOBT、DIPEA 存在下、EDC にて、アミン源として塩化アンモニウムと縮合することに
よりアミドリンカー19 へと導いた。
Scheme 6. Preparation of amide derivative 19
1413
1) MgCl2, Et3N
1,2-dichloroethane
40 °C, 1 h
2) (HCHO)n, 70 °C, 3 h
76%
Me2SO4
K2CO3
acetone
reflux, 1 h
86%
16
18
15
1) (COCl)2, cat.DMF
CH2Cl2, rt, 2.5 h
2) 4-chloroaniline
DIPEA
CH2Cl2, rt, 1 h
76% (2 steps)
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Table 3. Ortho-formylation of phenol 13
1 CHCl3 3 7.5 76 : 24_
2 CH3CN 3 7.5 69 : 31_
3 THF 3 7.5 48 : 52_
4 toluene 3 7.5 42 : 58_
5 DMF 3 7.5 25 : 75_
6 CHCl3 3 6 74 : 26_
7 1,2-dichloroethane 3 6 87 : 13 _
8 1,2-dichloroethane 5 6 93 : 7 _
a ratio by LCMS
Run Solvent Ratio (14 : 13)aMgCl2 (eq) Et3N (eq)
13 14
(HCHO)n (10 eq)
MgCl2
Et3N
solvent
70 °C, 12 h
リンカー部にエチレン単位を有すスチルベン誘導体は、トランス体とシス体の両異性
体を合成するため、スキーム 7 に示すように合成した。即ち、スキーム 6 でのアミドリ
ンカー19 の合成中間体 15 を用いて塩化（4-クロロベンジル）トリフェニルホスホニウム
との Wittig 反応により、スチルベン(E/Z)-20 を E 体と Z 体比が 1:2 の混合物として得た。
スチルベン(E/Z)-20 のエステル基を 20% 水酸化カリウム水溶液で加水分解した後、アミ
ドリンカー19 の合成と同様な条件で処理しアミド化した。この段階で E 体と Z 体をクロ
マトグラフィーで分離精製し、トランススチルベン誘導体 22 とシス体 23 をそれぞれ 33%
と 62%で合成した。
22
+
EDC, HOBT
NH4Cl, DIPEA
DMF
rt, 16 h
20%KOH
MeOH
reflux, 2 h
95% (E/Z)-21
15 (E/Z)-20
NaOEt, EtOH
rt, 1 h
92%
23
62%
22
33%
O
OH
O
Cl
NH2O
O
Cl
O
O
O
OH
O
Cl
O
NH2
O
Cl
O
O
Cl Cl
–
PPh3
+
Scheme 7. Preparation of trans-22 and cis-stilbenes 23
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第 2 項 リンカーの構造活性相関および最適化
前項で合成したアミドリンカー体 19、トランススチルベン 22、そしてシススチルベン
23 について、それらの阻害活性をエーテルリンカー体 10b と比較した（表 4）。その結果、
トランススチルベン 22 は HUVEC 増殖阻害活性が劇的に向上（IC50 = 0.087 M）し、
HCT116 との細胞選択性を高いまま維持（IC50比 = 82）することが判った。一方、シスス
チルベン 23 とアミドリンカー19 は HUVEC 増殖阻害活性が減少した。
これらの結果は A 環と B 環との位置をトランス配置で、かつ疎水的な置換基で固定化
することが、強力な HUVEC 増殖阻害活性に重要であることを示唆しており、これはベ
ンジルフェニルエーテル誘導体 10b、アミド誘導体 19、スチルベン誘導体 22 と 23 の立
体配座解析の結果からも支持された。即ち、エーテルリンカー10b の最安定立体配座を
MM Sybyl MMFF94 で計算すると、図 4(a)のように A 環と B 環はトランス配置で平面的
になり、トランススチルベン 22 の最安定立体配座［図 4(b)］とほぼ一致する。一方、ア
ミドリンカー体 19 はトランススチルベン 22 のように A 環と B 環がトランス配置となる
が、リンカーアミド部位の水素原子とメトキシ基の酸素原子が水素結合をするために B
環がトランススチルベン 22 から 180 度回転した立体配座が安定であると計算された［図
5(a)］。なお、シススチルベン 23 は平面性をとらず、ねじれ状態が 10b の最安定立体配座
であった［図 5(b)］。
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Table 4. Optimization of benzyl phenyl ether bond
10b 0.66 >50 >75 41 97
22 0.087 7.1 82 16 110
23 2.9 29 10 137 544
19 5.5 >50 >9 5 16
a IC50 ratio of HCT116 to HUVEC.
b Clearance of test compound when incubated with mouse liver microsomes.
Compd L
Cell Growth Inhibition/IC50 (mM) Selectivitya Solubility in FaSSIF
HUVEC HCT116 HCT116/HUVEC ( mg/mL) (mL/min/mg)
Microsomal Clearanceb
A
B
10b
22
(a)
(b)
A
B
NH2 O
O
Cl
A
B
Figure 4. Conformational analysis of ether 10b and trans-stilbene 22 by MM Sybyl MMFF94
25
19
23
(a)
(b)
A
B
A
B
Figure 5. Conformational analysis of amide 19 and cis-stilbene 23 by MM Sybyl MMFF94
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第 3 項 スチルベン誘導体 22 の VEGFR-2 リン酸化阻害活性ならびに in vivo での
抗腫瘍効果と血管新生阻害効果
リンカーとして最適であったトランスオレフィンを持つ 22 をさらに VEGFR-2 リン酸
化阻害活性を調べたところ、阻害活性を示さなかったので（IC50 > 50）、in vivo での抗腫
瘍効果と血管新生阻害効果を調べた（図 6）。化合物 22 をヌードマウスのヒト肺癌細胞
（Calu-6）ゼノグラフトモデルにて、300 mg/kg をマウスに経口で 1 日 1 回 11 日間投与し
たところ、抗腫瘍効果（TGI）は 71%、微小血管密度（MVD）の減少は 60%と、アミド
リンカー体 10b（TGI = 62%; MVD reduction = 27%）よりもさらに活性が改善した。
vehicle
22
(300 mg/kg)
control
22 300 mg/kg
60%
(a) (b)
* P < 0.001
0
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m
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Days after implantation
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20 25 30 3515
800
71%*
Figure 6. (a) In vivo antitumor activity in the Calu-6 xenograft model. trans-Stilbene 22 was
orally administered once a day for 11 days at 300 mg/kg to tumor bearing Balb/c nude mice. (b)
MVD reduction in the Calu-6 xenograft tissue. Photographs are immunohistochemical staining of
tumor tissues by anti-mouse CD31 antibody (×10 magnification). Endothelial cells are stained
brown.
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第 4節 スチルベン誘導体のA環およびB環の構造活性相関および最
適化
著者は前節まで、ベンジルフェニルエーテル誘導体の A 環および B 環上の置換基、そ
してエーテルリンカー部について構造活性相関を調べたところ、4-メトキシ-3-[(E)-スチ
リル]ベンズアミド誘導体 22 が最も効果的な活性を示すことを認めた。しかしながら、ス
チルベン誘導体においても同じ構造活性相関があるかどうかは判らず、スチルベン誘導
体でも網羅的に構造活性相関を調べる必要がある。そこで最適なリンカーであるトラン
スオレフィンをもつ 22 を基にして、A 環および B 環の詳細な構造活性相関を検討すると
ともに、物性、代謝安定性も併せて最適化し、よりドラッグライクな化合物へと導ける
かどうか検討することとした。
第 1 項 各種置換 A 環を持つスチルベン誘導体の合成
4-メトキシ-3-[(E)-スチリル]ベンズアミド誘導体 27a-u はスキーム 8 に示すように 3-ク
ロロメチル-4-メトキシ安息香酸エチル（7）から合成した。その際、ホスホネート 26 を
鍵中間体として選んだ。即ち、スキーム 5 で合成した中間体 7 と亜リン酸トリエチルと
の Arbuzov 反応により、24 を 95%の収率で合成した。得られた 24 はアミド誘導体 19 の
合成と同様な条件で処理し、加水分解、続いてアミド化し 26 へと導いた。得られた 26
をジメチルホルムアミド中、ナトリウム tert－ペンタオキシド存在下、様々なベンズアル
デヒドとの Horner-Wadsworth-Emmons 反応により、4-メトキシ-3-[(E)-スチリル]ベンズア
ミド誘導体 27a-u を合成した。
28
triethyl phosphite
160 ℃, 2.5 h
95%
5M NaOH
MeOH
60 ℃, 1.5 h
96%
7 24
25
26 27a-u
EDC, HOBT
NH4Cl, DIPEA
DMF
rt, 20 h
62%
substituted benzaldehydes
sodium tert-pentoxide
DMF, rt
Scheme 8. Stilbene Elaboration via Horner-Wadsworth-Emmons Reaction
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第 2 項 スチルベン誘導体の A 環上置換基の評価
前項で合成した各種置換 A 環をもつスチルベン誘導体の HUVEC と HCT116 の増殖阻
害活性と細胞選択性を評価し、その結果を表 5 に示した。
トランススチルベン 22の A 環 4 位にあるクロロ基を他のハロゲン原子であるブロモ基
（27a）やフルオロ基（27b）に変換すると HUVEC 増殖阻害活性が減弱した。また 22 の
クロロ基を電子吸引性基（27c-e）あるいは電子供与基（27f-h）に変えても HUVEC 増殖
阻害活性が減弱した。一方、HCT116 増殖阻害活性はどれも影響を受けなかった。
次に A 環が無置換あるいは 2 位または 3 位に置換基を有する誘導体（27i-r）の結果で
あるが、ベンジルフェニルエーテル誘導体での構造活性相関研究（表 1）から予想された
通り、4 位に置換基を有していないことから、HUVEC 増殖阻害活性が減弱した。また 2
位または 3 位上の置換基がより大きくなるにつれて、無置換の誘導体 27i（IC50 = 2.4 M）
と比較して、HUVEC 増殖阻害活性が減弱する傾向にあった（27l-m、27p-r）。このこと
は A 環の 2 位と 3 位は置換基を導入するスペースが限られていることを示唆している。
2,4-または 3,4-二置換誘導体でも同様な傾向が観察された。4 位にクロロ基をそのままに
して、2 位にクロロ基（27s）あるいは、フルオロ基（27t）そして 3 位にクロロ基（27u）
を導入した二置換誘導体は 4-モノクロロ体 22 と比較して HUVEC 増殖阻害活性が減弱し
た。
以上のことから、4 位にクロロ基を有する 22 が A 環においては最適な置換基であるこ
とが判った。また HUVEC 増殖阻害活性を示す置換基から A 環の構造活性相関を考察す
ると、4 位に疎水性置換基が存在することが HUVEC 増殖阻害活性に重要であることが示
唆される。
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Table 5. In vitro structure-activity relationships on the phenyl ring A of 3-[(E)-styryl]benzamides
22 4-Cl 0.087 7.1 82
27a 4-Br 0.56 22 39
27b 4-F 2.1 24 11
27c 4-CF3 0.88 35 40
27d 4-CN 3.1 16 5.2
27e 4-NO2 4.7 22 4.7
27f 4-t Bu 0.37 20 54
27g 4-Me 1.6 48 30
27h 4-OMe 8.8 19 2.2
27i H 2.4 36 15
27j 3-Me 3.9 23 5.9
27k 3-F 8.3 >50 >6.0
27l 3-Cl 24 15 0.6
27m 3-CN 49 19 0.4
27n 2-F 2.0 26 13
27o 2-Me 2.3 11 4.8
27p 2-OMe 5.7 >50 >8.8
27q 2-OCF3 8.9 36 4.0
27r 2-Cl 23 >50 >2.2
27s 2,4-diCl 2.6 >50 >19
27t 2-F-4-Cl 1.7 >10 >5.9
27u 3,4-diCl 0.56 11 20
a IC50 ratio of HCT116 to HUVEC.
Compd R
Cell Growth Inhibition/IC50 (mM) Selectivitya
HUVEC HCT116 HCT116/HUVEC
R
NH2
O
O
2
3
4
A
B
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第 3 項 B 環上を置換基修飾したスチルベン誘導体の合成
スチルベン誘導体 22 は、優れた HUVEC 増殖阻害活性（IC50 = 0.087 M）、HCT116 と
の細胞選択性（IC50比 = 82）を示すが、絶食時人工腸液（fasted state simulated intestinal fluid:
FaSSIF）20での溶解性が低く、また、マウス肝ミクロソーム中での代謝安定性（mouse liver
microsomal clearance = 110 L/min/mg）が悪いという欠点がある（表 4）。これは 22 の脂溶
性
21
が高いためと考えた（pH 7.4 での log D = 4.0）。薬剤開発を目指すためには HUVEC
増殖阻害活性ばかりを追い求めるだけでなく、物性、代謝安定性も含めて総合的にバラ
ンスの取れた設計が必要である。そこで B 環の改良ではこれらの点を考慮して、極性置
換基を導入することにより、HUVEC 増殖阻害活性を維持しつつ、溶解性および代謝安定
性の改善を試みることにした。
B 環上の各種アルコキシ誘導体 31a-e はスキーム 9 に示すようにサリチルアルデヒド
14 から合成した。スキーム 6 で合成した 14 をジメチルホルムアミド中ナトリウム tert－
ペンタオキシド存在下、（4-クロロベンジル）ホスホン酸ジエチルとの
Horner-Wadsworth-Emmons 反応により、フェノール性スチルベン誘導体 28 を E 選択的に
合成した。得られた 28 のフェノール部分をアルキル化により 5 種のアルコキシ誘導体
29a-e を合成した。このうち、29a-c はアセトニトリル中炭酸カリウム存在下、対応する
ハロゲン化アルキルを反応させることにより合成した。残る 29d-e はジメチルホルムアミ
ド中炭酸カリウム存在下、1,2-ジブロモエタンを反応させフェノールスチルベン 28 の消
失を確認後、対応するアミンを加えることにより合成した。続いてアルコキシエステル
体 29a-e をメタノール中 20% 水酸化カリウム水溶液で加熱することによりカルボン酸
30a-e に変換後、著者が用いている常法に従いアミド 31a-e へと導いた。
次にメトキシ基を有すN-置換アミド誘導体32a-hはスキーム 10に示すようにメトキシ
ベンズアルデヒド 15 から合成した。スチルベン誘導体 22 のアミド基上に様々な極性置
換基を導入するために、カルボン酸(E)-21 を共通中間体に選択した。スキーム 6 で合成
した 15 をトルエンとテトラヒドロフランとの混合溶媒中スキーム 9 における 28 の合成
と同様な条件で、スチルベン誘導体(E)-20 を合成した。得られた(E)-20 は 20% 水酸化カ
リウム水溶液で加熱することにより、カルボン酸(E)-21 に導き、塩化オキサリルで酸塩化
32
物に変換後、続いて種々のアミンと反応させることにより、置換アミド誘導体 32a-h を合
成した。
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Scheme 9. Preparation of Alkoxystilbenes 31a-e
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Scheme 10. Preparation of Substituted Amide Derivatives 32a-h
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第 4 項 スチルベン誘導体の B 環上置換基の評価
表 6 に、B 環を修飾した誘導体に関する HUVEC と HCT116 の増殖阻害活性の結果と細
胞選択性、さらに絶食時人工腸液中での溶解性および肝ミクロソーム中でのクリアラン
スを示した。メトキシ基（22）をエトキシ基（31a）やプロポキシ基（31b）のように置
換基の側鎖を伸ばすにつれ、HUVEC 増殖阻害活性が減弱し、極性置換基（31c-e）を導
入するとさらに HUVEC 増殖阻害活性が減弱した（IC50 = 8.4-11 M）。この事実は B 環上
のメトキシ基の領域に置換基を導入できるスペースが限られていることを示唆している。
Table 6. In vitro structure-activity relationships on the phenyl ring B of 3-[(E)-styryl]benzamides
R1 R2 R3
22 Me H H 0.087 7.1 82 16 110
31a Et H H 0.19 1.7 8.9 10 123
31b n -Pr H H 1.3 >50 38 4 83
31c HO(CH2)2O(CH2)2- H H 11 38 1.5 74 247
31d H H 8.4 4.9 0.6 109 288
31e H H 9.5 7.5 0.8 164 251
32a Me Me H 0.19 16 84 24 331
32b Me Et H 0.16 15 94 9 187
32c Me Me Me 2.5 35 14 ND d NDd
32d Me (CH2)2OH H 0.91 17 19 16 73
32e Me H 0.40 12 30 317 10
32f Me H 0.48 13 27 225 7
32g Me H 0.25 21 84 263 12
32h Me H 1.5 14 9.3 251 8
a IC50 ratio of HCT116 to HUVEC.
b FaSSIF: fasted state simulated intestinal fluid.
c Clearance of test compound when incubated with mouse liver microsomes.
d Not determined.
Compd
(mL/min/mg)
Substituents Cell Growth Inhibition/IC 50 (mM) Selectivitya Solubility in FaSSIFb Microsomal Clerancec
HUVEC HCT116 HCT116/HUVEC (mg/mL)
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一方、アミド基への置換基導入の可能性についてであるが、N-メチルアミド（32a）と
N-エチルアミド（32b）は HUVEC 増殖阻害活性、HCT116 との細胞選択性を維持するこ
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とが判った。しかし、N,N’-ジメチルアミド（32c）の HUVEC 増殖阻害活性は減弱し、ア
ミド基の窒素上には水素供与体が HUVEC 増殖阻害活性に必要であることを示唆した。
アミド基の窒素上に極性置換基を導入した誘導体 32d-h では、エタノール（32d）、1,2-
プロパンジオール（32e-g）、1,3-プロパンジオール（32h）が HUVEC 増殖阻害活性（IC50）
を 0.25~1.5 M の範囲でほぼ維持した。その中でも、1,2-プロパンジオール（32e-g）は
HUVEC 増殖阻害活性（IC50 = 0.25-0.48 M）が無置換体 22（IC50 = 0.087 M）と比較して
若干減弱するものの、溶解性（絶食時人工腸液中での溶解度 = 225-317 g/mL）とマウス
肝ミクロソーム中での代謝安定性（7-12 L/min/mg）が共に改善し、バランスの取れたプ
ロファイルを有していることが判った。また、HCT116 との細胞選択性も維持（IC50比 =
27-84）し、1,2-プロパンジオールのキラリティー（32f と 32g）は HUVEC と HCT116 増
殖阻害活性、および溶解性、代謝安定性にほとんど影響を与えなかった。このことから、
1,2-プロパンジオールのキラルな 2級ヒドロキシ基はターゲット蛋白と相互作用をしてい
るのではなく、単に溶解性、代謝安定性の向上に寄与しているものと考えられる。なお、
1,3-プロパンジオール（32h）も溶解性、代謝安定性は満足できるものの、その HUVEC
増殖阻害活性は 1,2-プロパンジオール 32e-g に比べて低かった。この事実は一つのアルコ
ール極性置換基は溶解性、代謝安定性に寄与していると考えられるが、もう一つのアル
コール極性置換基の伸びている方向が 1,2-プロパンジオールと違うため、ターゲット蛋白
とうまく相互作用できなかったのではないかと考えている。
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図 7 に、今までの構造活性相関を考慮して、32e-g のファーマコフォアを模式的に示し
た。
Hydrophobic
region
Limited space
Hydrogen bond
Hydrogen bond
Improvement of solubility
and liver microsomal stability
Hydrophobic trans-olefin is favorable
Figure 7. Pharmacophore analysis of 32e-g
これまでのリンカー、A 環および B 環の最適化の結果より、著者は 1,2-プロパンジオ
ール（32e-g）を HUVEC 増殖阻害活性、HCT116 との細胞選択性、溶解性、代謝安定性
の観点から、最もバランスの取れた新規血管新生阻害剤として選択した。ところで、こ
の 1,2-プロパンジオール（32e-g）にはキラリティーが存在する。これまで用いてきた評
価系ではそのキラリティーの影響はなかったが、生体がキラリティーを認識することは
良く知られており、32f や 32g が他の in vitro 評価系や in vivo 評価でキラリティーによる
違いがあるかどうか、検証する必要がある。また米国の食品医薬品局は医薬品開発にお
いて、キラルな構造を持つものについては、光学活性体双方の異性体の薬理活性・副作
用などの知見を義務付けていることから、著者はキラルな 32f と 32g をそれぞれ評価する
こととした。
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第 5 章 新規血管新生阻害剤 32f と 32g の生物活性に
関する研究
本章では、プロパンジオールエナンチオマー32f と 32g について、図 2 で示した評価カ
スケードでの評価に加えて、より詳細な生物学的特性の結果を示す。第 1 節では in vitro
での管腔形成阻害活性（血管新生阻害活性）と様々な癌細胞における増殖阻害活性（細
胞毒性）、ならびにキナーゼプロファイルについて、第 2 節では薬物動態について、第 3
節では動物モデルでの抗腫瘍効果ならびに血管新生阻害効果について述べる。更に第 4
節では既存の血管新生阻害剤（スニチニブ）との併用による動物モデルでの抗腫瘍効果
について述べる。
32f 32g
(R) (S)
Figure 8. Structures of compounds 32f and 32g
第 1 節 スチルベン誘導体 32f と 32g の in vitro 評価
第 1 項 スチルベン誘導体 32f と 32g の管腔形成阻害活性と癌細胞増殖阻害活性
スチルベン誘導体 32f と 32g の血管新生阻害活性を更に詳細に調べるために、in vitro
での血管新生評価の指標として、HUVEC と線維芽細胞の共培養からなる Angiogenesis Kit
（Kurabo Industries Ltd.）を用いて、管腔形成（tube formation）阻害 22を評価した。その
結果、これらは 4 M（32f: 38%および 32g: 41%）と 20 M（32f: 86%および 32g: 93%）
で濃度依存的に管腔形成を阻害することが判った（図 9）が、正常細胞である線維芽細胞
の形態的障害（morphological damage）は両濃度で観察されなかった。
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Figure 9. Inhibition of tube formation by 32f and 32g in a HUVEC and fibroblast co-culture
system. (a) Images of 32f and 32g at concentrations of 0, 4 and 20 M. (b) Percentage inhibition
by 32f and 32g in a tube formation assay.
さらに、32f と 32g について、HCT116 に加えた 40 種の癌細胞に対する増殖阻害活性を
調べた結果、すべてにおいて IC50値は HUVEC のそれよりも高く、HUVEC 特異的に増殖
阻害していることが判った（表 7）。これらの結果から、32f と 32g は in vitro において、
癌細胞や正常細胞に細胞毒性を示すことなく、HUVEC 増殖阻害により血管新生を阻害し
ていることが示唆された。
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Table 7. Cell growth inhibition of 32f and 32g against various cell lines
HUVEC 0.48 (1)_ 0.25 (1)_ DU145 Prostate 5.3 (11)_ 23 (92)_
HCT116 Colon 13 (27)_ 27 (108)_ PC3 Prostate 24 (50)_ 17 (68)_
WiDr Colon 7 (15)_ 15 (60)_ 22Rv1 Prostate 8.6 (18)_ 21 (84)_
COLO205 Colon 18 (38)_ 18 (72)_ AsPC-1 Pancreas 55 (115)_ 63 (252)_
COLO320DM Colon 46 (96)_ 61 (244)_ Capan-1 Pancreas 47 (98)_ 67 (268)_
DLD1 Colon 19 (40)_ 28 (112)_ BxPC-3 Pancreas 27 (56)_ 51 (204)_
HT29 Colon 10 (21)_ 16 (64)_ Panc-1 Pancreas 39 (81)_ 49 (196)_
HCT15 Colon 20 (42)_ 29 (116)_ MKN45 Gastric 5.7 (12)_ 26 (104)_
QG56 Lung 23 (48)_ 21 (84)_ MKN-28 Gastric 15 (31)_ 23 (92)_
NCI-H460 Lung 15 (31)_ 24 (96)_ NCI-N87 Gastric 52 (108)_ 52 (208)_
NCI-H460-PTX250 Lung 19 (40)_ 30 (120)_ Huh-7 Liver 29 (60)_ 27 (108)_
A549 Lung 13 (27)_ 18 (72)_ Hep G2 Liver 16 (33)_ 28 (112)_
Calu-6 Lung 40 (83)_ 54 (216)_ HuH-1 Liver 30 (63)_ 30 (120)_
NCI-H441 Lung 25 (52)_ 34 (136)_ C32 Melanoma 38 (79)_ 46 (184)_
MDA-MB-231 Breast 39 (81)_ 38 (152)_ 10C9 Leukemia 38 (79)_ 50 (200)_
KPL-4 Breast 4.9 (10)_ 15 (60)_ CCRF-CEM Leukemia 20 (42)_ 30 (120)_
T47D Breast 4.5 (9)_ 7.2 (29)_ CEM/C2 Leukemia 30 (63)_ 30 (120)_
MDA-MB-435s Breast 74 (154)_ 69 (276)_ K562 Leukemia 29 (60)_ 36 (144)_
MCF7 Breast 65 (135)_ 63 (252)_ JOK-1 Leukemia 31 (65)_ 38 (152)_
IGROV1 Ovarian 0.92 (2)_ 1.4 (6)_ KG-1a Leukemia 17 (35)_ 20 (80)_
IGROV1/T8 Ovarian 9.5 (20)_ 12 (48)_
Cell Line Tumor Type
IC50/mM (Selectivity
a)
Cell Line Tumor Type
IC50/mM (Selectivity
a)
32f 32g 32f 32g
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第 2 項 スチルベン誘導体 32f と 32g のキナーゼプロファイル
スチルベン誘導体 32f と 32g の VEGFR-2 さらには血管新生に関連する血小板由来成長
因子受容体（platelet-derived growth factor receptor: PDGFR）や線維芽細胞増殖因子受容体
2（fibroblast growth factor receptor 2: FGFR2）を含む 25 種のキナーゼ（チロシンキナーゼ：
21 種類、セリン・スレオニンキナーゼ：4 種類）のリン酸化阻害試験を行なったが（表 8）、
すべてのキナーゼについて阻害活性を示さなかった（IC50 > 50）。この結果から、スチル
ベン誘導体 32f と 32g が血管新生阻害活性を示すメカニズムは、VEGFR-2 キナーゼ阻害
剤のようなキナーゼ阻害剤のメカニズムとは異なることが示唆された。
Table 8. Kinase inhibitory activity of 32f and 32g
32f 32g 32f 32g
AXL >50 >50 PKA >50 >50
RON >50 >50 GSK3b >50 >50
LTK >50 >50 CDK1 >50 >50
EPHA2 >50 >50 CDK2 >50 >50
FGFR2 >50 >50
VEGFR-2 >50 >50
EGFR >50 >50
MET >50 >50
FLT3 >50 >50
IGF1R >50 >50
INS-R >50 >50
DDR1 >50 >50
PDGFR >50 >50
YES >50 >50
SRC >50 >50
FYN >50 >50
LYN >50 >50
LCK >50 >50
ABL >50 >50
FAK >50 >50
BRK >50 >50
IC50/mM IC 50/mM
Tyrosine Kinase Serine/Threonine Kinase
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第 2 節 スチルベン誘導体 32f と 32g の薬物動態
スチルベン誘導体 32f と 32gは表 6よりマウス肝ミクロソーム中で安定に存在すること
が判っている（CL = 7 および 12 L/min/mg）。この in vitro での代謝安定性の結果を踏ま
えて、32f と 32g のマウスにおける薬物動態を測定した。ヌードマウスを 2 匹ずつ用い、
32f と 32g を静脈内投与と経口投与した。図 10 には 32f の、そして図 11 には 32g の静脈
内と経口投与におけるマウスの血漿中濃度を示した。また、表 9 でそれらの薬物動態パ
ラメーターを比較した。
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Figure 10. Plasma concentration of 32f in nude mice
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Figure 11. Plasma concentration of 32g in nude mice
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Table 9. Pharmacokinetic parameters of 32f and 32g in nude mice
i.v.a p.o.b i.v.a p.o.b
CL (mL/min/kg) 14.4 5.8c 9.9 5.6c
t max (h) 0 1.0 0 1.0
C max (ng/mL) 4130 8270 4900 9370
t 1/2 (h) 1.7 7.8 2.9 8.5
AUC0-24h (ngh/mL) 11600 86400 16800 90200
BA (%) >100 >100
a Compounds 32f and 32g were dosed at 10 mg/kg.
b Compounds 32f and 32g were dosed at 30 mg/kg.
c CL/F (mL/min/kg)
PK
Parameters
32f 32g
スチルベン誘導体 32f と 32g は経口および静脈内投与でのクリアランス（clearance: CL）、
最高血中濃度到達時間（tmax）、最高血中濃度（Cmax）、消失半減期（t1/2）、薬物血中濃度－
時間曲線下面積（area under the blood concentration time curve: AUC）ともにほぼ同程度で
あった。また静脈内投与と経口投与の薬物血中濃度－時間曲線下面積から計算上の生物
学的利用率（bioavailability: BA）は 100%以上と高い値を示し、in vitro でのマウス肝ミク
ロソーム中での安定性を反映した低いクリアランス（5.6-5.8 mL/min/kg）から、32f と 32g
の血中からの消失が遅くなり、持続した暴露（AUC = 86400 および 90200 ngh/mL）が得
られた。さらに 32f と 32g はヒト肝ミクロソーム中での安定性が両剤とも 6 L/min/mg（表
中にデータはなし）とマウス肝ミクロソーム中での安定性と同程度であったことから、
ヒトにおいても優れた経口吸収性が期待され、臨床で経口剤として使用される可能性が
示唆された。
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第 3 節 スチルベン誘導体 32f と 32g の in vivo での抗腫瘍効果および
血管新生阻害効果
スチルベン誘導体 32f と 32g の in vivo におけるヒト肺癌細胞（Calu-6）ゼノグラフトモ
デルによる抗腫瘍効果（TGI）と微小血管密度（MVD）を測定した（図 12）。
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Figure 12. (a) In vivo antitumor activity in the Calu-6 xenograft model. Compounds 32f and 32g
were orally administered once a day for 11 days at 1, 3, and 10 mg/kg to tumor bearing Balb/c
nude mice. (b) Body weight change (%). (c) MVD reduction in the Calu-6 xenograft tissue.
Photographs are immunohistochemical staining of tumor tissues by anti-mouse CD31 antibody
(×10 magnification). Endothelial cells are stained brown.
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スチルベン誘導体 32f と 32g を 1、3、10 mg/kg の投与量にて Calu-6 を移植したマウス
に経口で 1 日 1 回 11 日間投与したところ、1 から 10 mg/kg の範囲内で用量依存的に腫瘍
が縮小した（図 12a）。この時、毒性の指標となる体重減少は認められなかった（図 12b）。
また図 12a の結果から、32f と 32g の ED50は、それぞれ 3.2 と 2.3 mg/kg と決定した。一
方、Calu-6 ゼノグラフト組織の微少血管密度（MVD）は最終投与から 24 時間後時点での
組織を免疫組織化学染色して決定した。その結果、コントロールと比較して、有意に組
織中の微少血管密度が減少した（図 12c）。すでに 32f と 32g は in vitro での細胞毒性試験
（表 7）で Calu-6 に対して弱い増殖阻害活性（IC50 = 40 および 54 M）しか示さないこと
が認められており、今回の in vivo での結果を総合すると、32f と 32g は癌細胞に直接作用
して抗腫瘍効果を示すのではなく、血管新生阻害活性を通じて抗腫瘍効果を示すことが
示唆された。そしてこれら両エナンチオマーのキラリティーは、抗腫瘍効果に影響を与
えないことが明らかになった。
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第 4 節 血管新生阻害剤（スニチニブ）との併用による抗腫瘍効果
次にスチルベン誘導体 32f と 32g の他剤との併用効果を調べることとし、32f をモデル
としてVEGFR-2を強く阻害するマルチキナーゼ阻害剤スニチニブを用いた in vivo併用試
験を行なった（図 13）。32f は VEGFR-2 キナーゼ阻害を示さないので、スニチニブとの
併用により血管新生阻害効果の増強が期待された。実際、この 32f とスニチニブとの併用
によるヒト肺癌細胞ゼノグラフトモデル（Calu-6）での抗腫瘍効果（TGI）は 32f あるい
はスニチニブ単剤でのそれぞれの抗腫瘍効果より強く、相加併用効果が認められた。一
方、体重減少はなく、スニチニブの用量を最大耐性量（maximum tolerated dose: MTD）（80
mg/kg）まで上げることが可能であった。この結果から 32f は VEGFR-2 阻害剤以外にも、
他の抗癌剤との併用効果が期待できる有望な薬剤となり得ることが判明した。
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Figure 13. (a) In vivo antitumor activity of 32f in the Calu-6 xenograft model in combination with
sunitinib. Compound 32f (150 mg/kg) and sunitinib (80 mg/kg) were orally administered once a
day for 11 days to tumor bearing Balb/c nude mice. (b) Body weight change (%).
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第 6 章 総括
現在臨床で使用されている低分子血管新生阻害剤は、VEGFR-2 を標的とした阻害剤で
ある。それらにはオンターゲット由来の副作用発現や耐性発現の問題が顕在化しており、
新たな作用機序を有する血管新生阻害剤の開発が求められている。著者は新規血管新生
阻害剤の創製を目的に、HUVEC を用いたセルベース・ハイスループットスクリーニング
を行なった。リード化合物を同定する際、VEGFR-2 を阻害する化合物、細胞毒性を示す
化合物をカウンターアッセイで排除し、既存の血管新生阻害剤とは異なるプロファイル
を有する化合物を選択した。さらに in vivo（マウスゼノグラフトモデル）において血管
新生を阻害し、抗腫瘍効果が認められた 1（RO0123743）をリード化合物として同定した。
本リード化合物 1 の構造活性相関研究では、最初に A 環、および B 環上に存在する置
換基の必要性を調べた。その結果、1 の A 環のクロロ基は HUVEC 増殖阻害活性に必須
であるが、メチル基は除去しても影響を与えないことが判明した。また、B 環上のメト
キシ基やアセチル基中のカルボニル酸素原子は HUVEC 増殖阻害活性に必須であること
が判明した。アセチル基はこれをアミド基に変換することにより、HUVEC 増殖阻害活性
を向上させることに成功した。
次にベンジルフェニルエーテルをトランスオレフィンに変換することにより、HCT116
との細胞選択性は維持しつつ、HUVEC 増殖阻害活性が劇的に向上することが判明した。
動物モデルを用いた in vivo 試験においても、血管新生阻害効果と抗腫瘍効果の改善が認
められた。
最後に、エーテルリンカーをトランスオレフィンに固定して再度、詳細に A 環、およ
び B 環上の置換基の最適化を実施した。その結果、A 環の置換基は 4-クロロ基が最適で
あることが判明し、B 環の置換基はアミド基の窒素上に 1,2-プロパンジオールを有する置
換基が最適であることが判明した。これら最適化の結果、著者は HUVEC 増殖阻害活性、
細胞選択性、溶解性、代謝安定性に関してバランスの取れたプロファイルを有する 32e-g
の創製に成功した。
他の in vitro 評価系や in vivo 評価でキラリティーによる違いがあるかどうかを調べるた
めに、キラルな 32f と 32g の、より詳細な生物活性試験を行ない、in vitro に関しては管
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腔形成阻害活性、癌細胞増殖阻害活性そしてキナーゼ阻害について調べた。その結果、
32f と 32g は正常線維芽細胞に形態的障害を与えることなく、濃度依存的に管腔形成を阻
害した。また、40 種類の癌細胞に対する増殖阻害は HUVEC と比較して弱く、VEGFR-2
を含む 25 種類のキナーゼを全く阻害しなかった。これらのことから、32f と 32g は血管
内皮細胞の増殖や管腔形成を特異的に阻害することにより、血管新生を阻害しているこ
とが示唆され、既存の VEGFR-2 阻害剤とは異なるメカニズムによる血管新生阻害剤であ
ることが示唆された。そして、これらのキラリティーは抗腫瘍効果に影響を与えないこ
とを明らかにした。
In vivo において、32f と 32g のマウスにおける生物学的利用率は 100%であったことに
加え、肝ミクロソーム中での安定性が、ヒトとマウスで同等であったことにより、ヒト
においても優れた経口吸収性が期待された。また、32f と 32g はヒト肺癌細胞（Calu-6）
ゼノグラフトモデルにおいても、抗腫瘍効果が 1 mg/kg の投与量から用量依存的に認めら
れ、血管新生阻害効果も認められた。更に、VEGFR-2 を強く阻害するマルチキナーゼ阻
害剤スニチニブを用いた併用試験において、それぞれ単剤で投与した時と比較して、体
重減少は無く、相加併用効果が認められた。
本研究において創製した 32f と 32g は、HUVEC 増殖のみを特異的に阻害し、細胞毒性
やキナーゼを阻害しないユニークなプロファイルを有する血管新生阻害剤である。リー
ド化合物の同定や最適化において、in vitro での評価だけでなく、適時動物モデルで血管
新生阻害作用および抗腫瘍効果を測定し、より生体に近い状態で概念実証したことが、
これらユニークな血管新生阻害剤の同定に繋がった。32f と 32g の標的分子は不明である
が、VEGFR-2 阻害剤の作用機序とは異なる作用機序より、既存の血管新生阻害剤の欠点
（オンターゲットによる副作用や薬剤耐性）を克服する可能性があり、また動物モデル
での薬効や安全性から、32f と 32g は癌治療における新たな血管新生阻害剤として期待さ
れる。
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実験の部
化合物の合成法
General
Commercially available reagents and solvents were used without further purification. Reactions
were monitored by TLC on silica gel 60 F254 precoated TLC plates (E. Merck) or NH TLC plates
(E. Merck). Melting points were determined with a Yanaco MP-S3 apparatus and are uncorrected.
Proton nuclear magnetic resonance (1H-NMR) spectra were obtained at 400 or 500 MHz on a
JEOL JNM-ECA400 or a JEOL JNM-A500 spectrometer. Carbon nuclear magnetic resonance
(13C-NMR) spectra were obtained at 100 or 125 MHz on a JEOL JNM-ECA400 or a JEOL
JNM-A500 spectrometer. All NMR chemical shifts are reported as  values in parts per million
(ppm), and coupling constants (J) are given in hertz (Hz). The splitting pattern abbreviations are
as follows: s, singlet; d, doublet; t, triplet; q, quartet; brs, broad singlet; brt, broad triplet; m,
unresolved multiplet due to the field strength of the instrument; dd, doublet of doublet; dt, doublet
of triplet; ddd, doublet of doublet of doublet; dddt, doublet of doublet of doublet of triplet, dtt;
doublet of triplet of triplet. Chromatographic separations were carried out on prepacked silica gel
columns (KP-Sil) or prepacked basic silica gel columns (KP-NH), supplied by Biotage. Yields are
unoptimized. Purity of all final products was determined by LC-MS to be >95%. The LC-MS
analyses were performed using a Waters LC-MS instrument equipped with a Waters ACQUITY
SQD (ESI mode) and a Waters ACQUITY UPLC instrument. Elution was done with a gradient of
5-100% solvent B in solvent A (solvent A: 0.1% formic acid in water, solvent B: 0.1% of formic
acid in acetonitrile) in 1 min followed by 0.4 min at 100% B through a Ascentis® Express C18
column (50 mm  2.1 mm, 2.7 μm particles) at 1 mLmin-1. Area % purity was measured at 254
nm. High-resolution mass spectra (HRMS) were measured with a ThermoFisherScientific LTQ
Orbitrap XL spectrometer. Optical rotations were measured at 25 C on a JASCO DIP-1000
digital polarimeter using a 1.0-cm, 1-mL cell.
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第 4 章 第 2 節 第 1 項の実験
General procedure for the synthesis of compounds 4a-c.
A mixture of 2a-c (1.1 equiv), 3a-b (1 equiv) and K2CO3 (1.1 equiv) in DMF was stirred at 80
C for 3 h. After cooling to room temperature, the mixture was diluted with EtOAc. The organic
layer was washed with water and brine, dried over anhydrous Na2SO4 and concentrated in vacuo.
The residue was purified by flash chromatography (SiO2, n-hexane/EtOAc) to give the desired
products 4a-c.
1-[4-Methoxy-3-[(3-methylphenoxy)methyl]phenyl]ethanone (4a).
Compound 4a was obtained from 2c and 3a as a colorless oil in 93% yield. 1H-NMR (400 MHz,
CDCl3) : 2.34 (3H, s), 2.57 (3H, s), 3.93 (3H, s), 5.09 (2H, s), 6.76-6.89 (3H, m), 6.95 (1H, d, J
= 8.7 Hz), 7.18 (1H, t, J = 7.7 Hz), 7.96 (1H, dd, J = 8.7, 2.3 Hz), 8.11 (1H, d, J = 2.3 Hz). MS
(ESI+) 271 [M+H]+. HRMS (ESI+) calcd for C17H19O3 [M+H]+ 271.1329, found 271.1329.
1-[3-[(4-Chlorophenoxy)methyl]-4-methoxyphenyl]ethanone (4b).
Compound 4b was obtained from 2b and 3a as a colorless oil in 98% yield. 1H-NMR (400 MHz,
CDCl3) : 2.56 (3H, s), 3.94 (3H, s), 5.08 (2H, s), 6.93 (2H, d, J = 9.3 Hz), 6.95 (1H, d, J = 8.8H),
7.23 (2H, d, J = 9.3 Hz), 7.96 (1H, dd, J = 8.8, 2.2 Hz), 8.07 (1H, d, J = 2.2 Hz). MS (ESI+) 291,
293 (Cl isotope) [M+H]+. HRMS (ESI+) calcd for C16H16ClO3 [M+H]+ 291.0782, found 291.0783.
3-[(4-Chloro-3-methylphenoxy)methyl]benzonitrile (4c).
Compound 4c was obtained from 2a and 3b as a colorless powder in 93% yield. 1H-NMR
(400 MHz, CDCl3) : 2.35 (3H, s), 5.05 (2H, s), 6.72 (1H, dd, J = 8.7, 3.0 Hz), 6.85 (1H, d, J =
3.0 Hz), 7.24 (1H, d, J = 8.7 Hz), 7.50 (1H, dd, J = 7.7, 7.6 Hz), 7.61-7.66 (2H, m), 7.73 (1H, s).
MS (ESI-) 256, 258 (Cl isotope) [M-H]-. HRMS (ESI-) calcd for C15H11ClNO [M-H]- 256.0524,
found 256.0530.
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1-Chloro-4-[(5-ethyl-2-methoxyphenyl)methoxy]-2-methylbenzene (5).
To a solution of 1 (50 mg, 0.16 mmol) in TFA (1 mL) was added Et3SiH (320 μL, 2.00 mmol)
and the mixture was stirred for 6 h. The reaction mixture was concentrated in vacuo and the
residue was purified by flash chromatography (SiO2, n-hexane/EtOAc = 10:1) to give 5 (17 mg,
36%) as a colorless oil. 1H-NMR (400 MHz, CDCl3) : 1.17 (3H, t, J = 7.6 Hz), 2.48 (3H, s), 2.53
(2H, q, J = 7.6 Hz), 3.90 (3H, s), 3.97 (2H, s), 6.71 (1H, d, J = 8.7 Hz), 6.74 (1H, s), 6.83 (1H, d,
J = 8.3 Hz), 6.99 (1H, d, J = 2.2 Hz), 7.03 (1H, dd, J = 8.3, 2.2 Hz), 7.13 (1H, d, J = 8.7 Hz).
MS (ESI-) 289, 291 (Cl isotope) [M-H]-. HRMS (ESI-) calcd for C17H16ClO2 [M-H]- 289.0990,
found 289.0989.
Ethyl 3-(chloromethyl)-4-methoxybenzoate (7).
To a solution of 6 (28.0 mL, 172 mmol) and methoxymethyl chloride (26.0 mL, 342 mmol) in
CH2Cl2 (500 mL) at 0 C was added SnCl4 (10 mL, 85.5 mmol) dropwise over 15 minutes. The
reaction mixture was stirred for 5 h at 0 C and then poured into water (1 L). The organic layer
was separated and the aqueous layer was extracted twice with CH2Cl2 (200 mL). The organic
layers were combined, washed with brine, dried over anhydrous Na2SO4, and concentrated in
vacuo. The residue was recrystallized from n-hexane-EtOAc (30:1) to give 7 (23.8 g, 60%) as
colorless plates. 1H-NMR (400 MHz, CDCl3) : 1.39 (3H, t, J = 7.0 Hz), 3.95 (3H, s), 4.36 (2H, q,
J = 7.0 Hz), 4.66 (2H, s), 6.92 (1H, d, J = 8.3 Hz), 8.03 (1H, dd, J = 8.3, 2.1 Hz), 8.05 (1H, d, J =
2.1 Hz). MS (ESI+) 229, 231 (Cl isotope) [M+H]+. HRMS (ESI+) calcd for C11H14ClO3 [M+H]+
229.0626, found 229.0628.
Ethyl 3-[(4-Chloro-3-methylphenoxymethyl)]-4-methoxybenzoate (8a).
A mixture of 7 (4.00 g, 17.5 mmol), 2a (2.74 g, 19.2 mmol) and K2CO3 (2.66 g, 19.3 mmol) in
DMF (40 mL) was stirred at 80 C for 13 h. After cooling to room temperature, the solvent was
removed in vacuo. The residue was diluted with EtOAc and the insoluble solid was filtered and
the cake was washed with EtOAc. The filtrate was concentrated in vacuo and the residue was
purified by flash chromatography (SiO2, n-hexane/EtOAc = 10:1 to 5:1) to give 8a (5.91 g,
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quant.) as a colorless powder. 1H-NMR (400 MHz, CDCl3) : 1.38 (3H, t, J = 7.1 Hz), 2.35 (3H,
s), 3.92 (3H, s), 4.35 (2H, q, J = 7.1 Hz), 5.05 (2H, s), 6.78 (1H, dd, J = 8.7, 2.9 Hz), 6.90 (1H, d,
J = 2.9 Hz), 6.93 (1H, d, J = 8.7 Hz), 7.23 (1H, d, J = 8.7 Hz), 8.03 (1H, dd, J = 8.7, 2.2 Hz), 8.14
(1H, d, J = 2.2 Hz). MS (ESI+) 335, 337 (Cl isotope) [M+H]+. HRMS (ESI+) calcd for C18H20ClO4
[M+H]+ 335.1045, found 335.1042.
Ethyl 3-[(4-chlorophenoxy)methyl]-4-methoxybenzoate (8b).
Compound 8b was prepared in a manner similar to that described for 8a in quantitative yield as a
colorless powder. 1H-NMR (400 MHz, CDCl3) : 1.38 (3H, t, J = 7.1 Hz), 3.92 (3H, s), 4.35 (2H,
q, J = 7.1 Hz), 5.06 (2H, s), 6.93 (1H, d, J = 8.5 Hz), 6.94 (2H, d, J = 9.3 Hz), 7.24 (2H, d, J = 9.3
Hz), 8.03 (1H, dd, J = 8.5, 2.2 Hz), 8.14 (1H, d, J = 2.2 Hz). MS (ESI+) 321, 323 (Cl isotope)
[M+H]+. HRMS (ESI-) calcd for C17H16ClO4 [M-H]- 319.0732, found 319.0734.
3-[(4-Chloro-3-methylphenoxymethyl)]-4-methoxybenzoic acid (9a).
To a solution of 8a (5.86 g, 17.5 mmol) in MeOH (50 mL) was added 20% aqueous solution of
KOH (20 mL) and the mixture was stirred for 1 h under reflux. The reaction mixture was diluted
in water (100 mL) and then cooled to 0 C. The reaction mixture was adjusted to pH of 4 by
addition of 37% aqueous solution of HCl. The resulting precipitate was filtered, washed with
water to give 9a (5.17 g, 96%) as a colorless powder. 1H-NMR (400 MHz, DMSO-d6) : 2.29 (3H,
s), 3.90 (3H, s), 5.07 (2H, s), 6.85 (1H, dd, J = 8.8, 3.1 Hz), 7.04 (1H, d, J = 3.1 Hz), 7.15 (1H, d,
J = 8.8 Hz), 7.29 (1H, d, J = 8.8 Hz), 7.93 (1H, dd, J = 8.8, 2.2 Hz), 7.96 (1H, d, J = 2.2 Hz),
12.69 (1H, brs). MS (ESI+) 307, 309 (Cl isotope) [M+H]+. HRMS (ESI+) calcd for C16H16ClO4
[M+H]+ 307.0732, found 307.0731.
3-[(4-Chlorophenoxy)methyl]-4-methoxybenzoic acid (9b).
Compound 9b was prepared in a manner similar to that described for 9a in 99% yield as a
colorless powder. 1H-NMR (400 MHz, DMSO-d6) : 3.90 (3H, s), 5.09 (2H, s), 7.03 (2H, d, J =
9.1 Hz), 7.16 (1H, d, J = 8.5 Hz), 7.34 (2H, d, J = 9.1 Hz), 7.95 (1H, dd, J = 8.5, 2.2 Hz), 7.96
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(1H, d, J = 2.2 Hz), 12.67 (1H, s). MS (ESI+) 293, 295 (Cl isotope) [M+H]+. HRMS (ESI-) calcd
for C15H12ClO4 [M-H]- 291.0419, found 291.0420.
3-[(4-Chloro-3-methylphenoxy)methyl]-4-methoxybenzamide (10a).
To a solution of 9a (5.12 g, 16.7 mmol), NH4Cl (1.34 g, 25.1 mmol), and
1-hydroxybenzotriazole (HOBT) (3.07 g, 20.0 mmol) in DMF (50 mL) were added
1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)carbodiimide (EDC) (3.84 g, 20.0 mmol) and
N,N-diisopropylethylamine (DIPEA) (8.7 mL, 49.9 mmol). The mixture was stirred at room
temperature for 23 h and concentrated in vacuo. The residue was diluted with EtOAc. The organic
layer was washed with a saturated aqueous solution of NaHCO3, dried over anhydrous Na2SO4
and concentrated in vacuo. The residue was purified by flash chromatography (SiO2,
n-hexane/EtOAc = 1:1 to EtOAc) to give 10a (4.48 g, 88%) as a colorless powder. 1H-NMR (400
MHz, DMSO-d6) : 2.30 (3H, s), 3.88 (3H, s), 5.04 (2H, s), 6.85 (1H, dd, J = 8.8, 3.0 Hz), 7.04
(1H, d, J = 3.0 Hz), 7.10 (1H, d, J = 8.8 Hz), 7.21 (1H, brs), 7.30 (1H, d, J = 8.8 Hz), 7.87 (1H,
brs), 7.89 (1H, dd, J = 8.8, 2.2 Hz), 7.95 (1H, d, J = 2.2 Hz). MS (ESI+) 306, 308 (Cl isotope)
[M+H]+. HRMS (ESI+) calcd for C16H17ClNO3 [M+H]+ 306.0891, found 306.0889.
3-[(4-Chlorophenoxy)methyl]-4-methoxybenzamide (10b).
Compound 10b was prepared in a manner similar to that described for 10a in 96% yield as a
colorless powder. 1H-NMR (400 MHz, DMSO-d6) : 3.88 (3H, s), 5.05 (2H, s), 7.04 (2H, d, J =
9.1 Hz), 7.11 (1H, d, J = 8.8 Hz), 7.22 (1H, brs), 7.34 (2H, d, J = 9.1 Hz), 7.88 (1H, brs), 7.90 (1H,
dd, J = 8.8, 2.2 Hz), 7.94 (1H, d, J = 2.2 Hz). MS (ESI+) 292, 294 (Cl isotope) [M+H]+. HRMS
(ESI+) calcd for C15H15ClNO3 [M+H]+ 292.0735, found 292.0732.
Methyl 3-[(4-chloro-3-methylphenoxy)methyl]-4-methoxybenzoate (11).
To a solution of 9a (20 mg, 0.065 mmol) in MeOH (1 mL) and toluene (3.5 mL) was added 10%
TMSCHN2 in hexane solution (0.34 mL, 0.21 mmol) and the mixture was stirred for 2.5 h at room
temperature. The reaction mixture was concentrated in vacuo and the residue was purified by
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flash chromatography (SiO2, n-hexane/EtOAc = 20:1) to give 11 (20 mg, 95%) as a colorless
powder. 1H-NMR (400 MHz, CDCl3) : 2.35 (3H, s), 3.89 (3H, s), 3.93 (3H, s), 5.05 (2H, s), 6.78
(1H, dd, J = 8.8, 2.8 Hz), 6.90 (1H, d, J = 2.8 Hz), 6.94 (1H, d, J = 8.8 Hz), 7.23 (1H, d, J = 8.8 H
z), 8.03 (1H, dd, J = 8.8, 2.0 Hz), 8.14 (1H, d, J = 2.0 Hz). MS (ESI+) 321, 323 (Cl isotope)
[M+H]+. HRMS (ESI+) calcd for C17H18ClO4 [M+H]+ 321.0888, found 321.0887.
3-[(4-Chloro-3-methylphenoxy)methyl]-4-methoxybenzonitrile (12).
To a solution of 10a (20 mg, 0.066 mmol) in CH3CN (1 mL) at room temperature were
successively added formic acid (0.25 mL) and paraformaldehyde (10 mg, 0.34 mmol). The
reaction mixture was then refluxed for 12 h, and the resulting solution was cooled to room
temperature. The crude mixture was concentrated in vacuo and the residue was purified by flash
chromatography (SiO2, n-hexane/EtOAc = 15:1 to 1:1) to give 12 (15 mg, 77%) as a colorless
powder. 1H-NMR (400 MHz, CDCl3) : 2.36 (3H, s), 3.94 (3H, s), 5.04 (2H, s), 6.75 (1H, dd, J =
8.8, 3.0 Hz), 6.87 (1H, d, J = 3.0 Hz), 6.96 (1H, d, J = 8.6 Hz), 7.24 (1H, d, J = 8.8 Hz), 7.62 (1H,
dd, J = 8.6, 2.1 Hz), 7.77 (1H, d, J = 2.1 Hz). MS (ESI-) 286, 288 (Cl isotope) [M-H]-. HRMS
(ESI+) calcd for C16H15ClNO2 [M+H]+ 288.0786, found 288.0786.
第 4 章 第 3 節 第 1 項の実験
Ethyl 3-formyl-4-hydroxybenzoate (14).
To a solution of 13 (30.0 g, 197 mmol) and Et3N (165 mL, 1.18 mol) in 1,2-dichloroethane was
added MgCl2 (93.9 g, 986 mmol) and the mixture was stirred for 1 h at 40 C. Then
paraformaldehyde (59.2 g, 1.97 mol) was added and the reaction mixture was stirred for 3 h at 70
C. After cooling to 0 C, 1 M HCl (1000 mL) was added. The mixture was filtered, and washed
with CH2Cl2 (500 mL). The organic layer was separated, washed with 1 M HCl (500 mL) and
brine (500 mL), dried over anhydrous Na2SO4, and concentrated in vacuo. The crude residue was
recrystallized from MeOH-water (3:4) to give 14 (27.0 g, 76%) as colorless prisms. Melting point
67-68 C (lit.23 69-70 C). 1H-NMR (400 MHz, CDCl3) : 1.41 (3H, t, J = 7.1 Hz), 4.39 (2H, q, J
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= 7.1 Hz), 7.03 (1H, d, J = 8.8 Hz), 8.19 (1H, dd, J = 8.8, 2,0 Hz), 8.31 (1H, d, J = 2.0 Hz), 9.95
(1H, s), 11.38 (1H, s). MS (ESI+) 195 [M+H]+. HRMS (ESI-) calcd for C10H9O4 [M-H]-
193.0495, found 193.0496.
Ethyl 3-formyl-4-methoxybenzoate (15).
To a solution of 14 (72.0 g, 371 mmol) in acetone were added K2CO3 (61.5 g, 445 mmol) and
Me2SO4 (58.5 g, 463 mmol). The mixture was stirred for 1 h under reflux. After cooling to room
temperature, the insoluble solid was filtered and the cake was washed with EtOAc (500 mL). The
filtrate was diluted with EtOAc (500 mL) and saturated aqueous solution of NaHCO3 (400 mL).
The organic layer was separated, and the aqueous layer was extracted with EtOAc (1000 mL  2).
The organic layers were combined, washed with brine (300 mL), dried over anhydrous Na2SO4,
filtered, and the solvent was removed under reduced pressure. The residue was recrystallized from
acetonitrile-water (5:4) to give 15 (66.7 g, 86%) as colorless needles. Melting point 77-79 C.
1H-NMR (400 MHz, CDCl3) : 1.39 (3H, t, J = 7.1 Hz), 4.00 (3H, s), 4.37 (2H, q, J = 7.1 Hz),
7.04 (1H, d, J = 8.8 Hz), 8.25 (1H, dd, J = 8.8, 2.5 Hz), 8.49 (1H, d, J = 2.5 Hz), 10.45 (1H, s).
MS (ESI+) 209 [M+H]+. HRMS (ESI+) calcd for C11H13O4 [M+H]+ 209.0808, found 209.0809.
5-Ethoxycarbonyl-2-methoxybenzoic acid (16).
To a solution of 15 (500 mg, 2.40 mmol), NaH2PO4 (288 mg, 2.40 mmol), 2-methyl-2-butene
(1.12 mL, 10.6 mmol) in tert-BuOH (15 mL) and water (4 mL) was added NaClO2 (739 mg, 8.17
mmol) and the mixture was stirred for 50 min at room temperature. The reaction mixture was
adjusted to pH of 4 by addition of 1 M HCl. The aqueous layer was extracted with CH2Cl2. The
organic layers were combined, washed with brine, dried over anhydrous Na2SO4, and concentrated
in vacuo to give 16 as a colorless powder (536 mg, quant.). 1H-NMR (400 MHz, DMSO-d6) :
1.32 (3H, t, J = 7.1 Hz), 3.91 (3H, s), 4.30 (2H, q, J = 7.1 Hz), 7.26 (1H, d, J = 8.8 Hz), 8.09 (1H,
dd, J = 8.8, 2.2 Hz), 8.23 (1H, d, J = 2.2 Hz), 12.96 (1H, brs). MS (ESI+) 225 [M+H]+. HRMS
(ESI-) calcd for C11H11O5 [M-H]- 223.0601, found 223.0604.
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Ethyl 3-[(4-chlorophenyl)carbamoyl]-4-methoxybenzoate (17).
To a mixture of 16 (101 mg, 0.50 mmol) in CH2Cl2 (5 mL) and DMF (2 μL) at room temperature
was added oxalyl chloride (59 μL, 0.68 mmol) and the mixture was stirred for 2.5 h at room
temperature. The reaction mixture was concentrated in vacuo to give ethyl
3-chlorocarbonyl-4-methoxybenzoate (109 mg, quant.) as a colorless powder. 1H-NMR (400 MHz,
CDCl3) : 1.41 (3H, t, J = 7.1 Hz), 4.00 (3H, s), 4.40 (2H, q, J = 7.1 Hz), 7.05 (1H, d, J = 8.8 Hz),
8.26 (1H, dd, J = 8.8, 2.2 Hz), 8.75 (1H, d, J = 2.2 Hz). To a solution of 4-chloroaniline (63 mg,
0.50 mmol) and DIPEA (235 μL, 1.35 mmol) in CH2Cl2 (2 mL) at room temperature was added a
solution of ethyl 3-chlorocarbonyl-4-methoxybenzoate (109 mg, 0.50 mmol) in CH2Cl2 (3 mL)
and the mixture was stirred for 1 h at room temperature. The reaction mixture was washed with
saturated aqueous solution of NH4Cl and brine, dried over anhydrous Na2SO4, filtered, and
concentrated in vacuo. The residue was purified by flash chromatography (SiO2, n-hexane/CH2Cl2
= 1:1 to CH2Cl2) to give 17 (114 mg, 76%) as a colorless powder. 1H-NMR (400 MHz, CDCl3) :
1.40 (3H, t, J = 7.1 Hz), 4.13 (3H, s), 4.38 (2H, q, J = 7.1 Hz), 7.10 (1H, d, J = 8.8 Hz), 7.33 (2H,
dd, J = 8.8 Hz), 7.64 (2H, d, J = 8.8 Hz), 8.21 (1H, dd, J = 8.8, 2.5 Hz), 8.94 (1H, d, J = 2.5 Hz),
9.63 (1H, brs). MS (ESI+) 334, 336 (Cl isotope) [M+H]+. HRMS (ESI+) calcd for C17H17ClNO4
[M+H]+ 334.0841, found 334.0836.
3-[(4-Chlorophenyl)carbamoyl]-4-methoxybenzoic acid (18).
To a suspension of 17 (50 mg, 0.15 mmol) in MeOH (1 mL) was added 20% aqueous solution of
KOH (0.4 mL) and the mixture was stirred for 30 min under reflux. After cooling to room
temperature, water (2 mL) and 1M HCl (1.5 mL) was added. The resulting precipitate was filtered,
washed with water to give 18 (43 mg, 94%) as a colorless powder. 1H-NMR (400 MHz,
DMSO-d6) : 3.95 (3H, s), 7.28 (1H, d, J = 8.8 Hz), 7.41 (2H, d, J = 8.8 Hz), 7.76 (2H, d, J = 8.8
Hz), 8.07 (1H, dd, J = 8.8, 2.2 Hz), 8.12 (1H, d, J = 2.2 Hz), 10.32 (1H, s), 12.91 (1H, s). MS
(ESI+) 306, 308 (Cl isotope) [M+H]+. HRMS (ESI+) calcd for C15H13ClNO4 [M+H]+ 306.0528,
found 306.0528.
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N3-(4-Chlorophenyl)-4-methoxybenzene-1, 3-dicarboxamide (19).
To a solution of 18 (46 mg, 0.15 mmol), NH4Cl (12 mg, 0.23 mmol), and HOBT (28 mg, 0.18
mmol) in DMF (2 mL) were added EDC (35 mg, 0.18 mmol) and DIPEA (79 μL, 10.5 mmol) and
the mixture was stirred at room temperature for 17 h. The solvent was removed and the resulting
residue was purified by flash chromatography (SiO2, CH2Cl2/MeOH = 50:1 to 20:1) to give 19 (43
mg, 93%) as a colorless powder. 1H-NMR (400 MHz, DMSO-d6) : 3.92 (3H, s), 7.23 (1H, d,
J=8.8 Hz), 7.29 (1H, brs), 7.40 (2H, d, J=8.8 Hz), 7.76 (2H, d, J = 8.8 Hz), 7.96 (1H, brs), 8.02
(1H, dd, J = 8.8, 2.2 Hz), 8.10 (1H, d, J = 2.2 Hz), 10.32 (1H, s). MS (ESI+) 305, 307 (Cl isotope)
(M+H). HRMS (ESI+) calcd for C15H14ClN2O2 [M+H]+ 305.0687, found 305.0686.
Ethyl 3-[2-(4-chlorophenyl)vinyl]-4-methoxybenzoate ((E/Z)-20).
To a solution of 15 (101 mg, 0.48 mmol) and (4-chlorobenzyl)triphenylphosphonium chloride
(215 mg, 0.51 mmol) in EtOH (5 mL) was added 20% ethanol solution of NaOEt (283 μL, 0.72
mmol). The mixture was stirred for 1 h at room temperature. 1M HCl (0.8 mL) was added, and
the mixture was extracted with EtOAc. The organic layer was separated, washed with brine, dried
over anhydrous Na2SO4, filtered, and concentrated in vacuo. The residue was purified by flash
chromatography (SiO2, n-hexane/EtOAc = 50:1 to 5:1) to give a colorless oil (E/Z)-20 (141 mg,
92%) as a mixture of E/Z isomers in 1:2 ratio. 1H-NMR (400 MHz, CDCl3) : 1.29 (3H, t, J = 7.1
Hz), 1.41 (1.5H, t, J = 7.1 Hz), 3.84 (3H, s), 3.95 (1.5H, s), 4.25 (2H, q, J = 7.1 Hz), 4.38 (1H, q,
J = 7.1 Hz), 6.62 (1H, d, J = 12.4 Hz), 6.66 (1H, d, J = 12.4 Hz), 6.89-6.93 (1.5H, m), 7.11-7.17
(4.5H, m), 7.32 (1H, d, J = 8.5 Hz), 7.41 (0.5H, d, J = 16.5 Hz), 7.47 (1H, d, J = 8.5 Hz), 7.83
(1H, d, J = 2.2 Hz), 7.94 (1H, dd, J = 8.5, 2.2 Hz), 7.96 (0.5H, d, J = 8.8, 2.2 Hz), 8.26 (0.5H, d, J
= 2.2 Hz). MS (ESI+) 317, 319 (Cl isotope) [M+H]+. HRMS (ESI+) calcd for C18H18ClO3 [M+H]+
317.939, found 317.936.
3-[2-(4-chlorophenyl)vinyl]-4-methoxybenzoic acid ((E/Z)-21).
To a solution of (E/Z)-20 (131 mg, 0.41 mmol) in MeOH (1.3 mL) was added 20% aqueous
solution of KOH (0.26 mL) and the mixture was stirred for 2 h under reflux. After cooling to
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room temperature, 1M HCl (1.5 mL) was added. The resulting precipitate was filtered, washed
with water to give a colorless powder (E/Z)-21 (113 mg, 95%) as a mixture of E/Z isomers in 1:2
ratio. 1H-NMR (400 MHz, DMSO-d6) : 3.84 (3H, s), 3.94 (1.5H, s), 6.63 (1H, d, J = 12.6 Hz),
6.66 (1H, d, J = 12.6 Hz), 7.13 (1H, d, J = 8.8 Hz), 7.14 (0.5H, d, J = 8.8 Hz), 7.17 (2H, d, J = 8.8
Hz), 7.29 (2H, d, J = 8.5 Hz), 7.30 (0.5H, d, J = 16.5 Hz), 7.43 (1H, d, J = 8.5 Hz), 7.43 (0.5H, d,
J = 16.5 Hz), 7.64 (1H, d, J = 2.2 Hz), 7.64 (1H, d, J = 8.5 Hz), 7.85 (1H, dd, J = 8.8, 2.2 Hz),
7.88 (0.5H, dd, J = 8.8, 2.2 Hz), 8.21 (0.5H, d, J = 2.2 Hz), 12.7 (1.5H, brs). MS (ESI+) 289, 291
(Cl isotope) [M+H]+. HRMS (ESI-) calcd for C16H12ClO3 [M+H]+ 287.0469, found 287.0469.
3-[(E)-2-(4-Chlorophenyl)vinyl]-4-methoxybenzamide (22).
3-[(Z)-2-(4-Chlorophenyl)vinyl]-4-methoxybenzamide (23).
To a solution of (E/Z)-21 (96 mg, 0.33 mmol), NH4Cl (27 mg, 0.51 mmol), and HOBT (51 mg,
0.33 mmol) in DMF (1.3 mL) were added EDC (96 mg, 0.50 mmol) and DIPEA (173 μL, 1.00
mmol). The mixture was stirred at room temperature for 16 h. The reaction mixture was diluted
with EtOAc. The organic layer was washed with saturated aqueous solution of NaHCO3 and brine,
dried over anhydrous Na2SO4 and concentrated in vacuo. The residue was purified by flash
chromatography (SiO2, n-hexane/EtOAc = 7:1 to EtOAc) to give 22 (31 mg, 33%) as a colorless
powder and 23 (59 mg, 62%) as a colorless powder. Compound 22: 1H-NMR (400 MHz,
DMSO-d6) : 3.91 (3H, s), 7.10 (1H, d, J = 8.8 Hz), 7.26 (1H, brs), 7.29 (1H, d, J = 16.5 Hz),
7.42 (1H, d, J = 16.5 Hz), 7.43 (2H, d, J = 8.5 Hz), 7.60 (2H, d, J = 8.5 Hz), 7.82 (1H, dd, J = 8.8,
2.2 Hz), 7.91 (1H, brs), 8.20 (1H, d, J = 2.2 Hz). 13C-NMR (100 MHz, DMSO-d6) : 55.8, 110.8,
123.1, 124.5, 125.7, 126.4, 127.9, 128.0, 128.6, 128.7, 131.8, 136.0, 158.5, 167.2. MS (ESI+) 288,
290 (Cl isotope) [M+H]+. HRMS calcd for C16H15ClNO2 [M+H]+ 288.0786, found 288.0787.
Compound 23: 1H-NMR (400 MHz, CDCl3) : 3.86 (3H, s), 5.48 (2H, brs), 6.62 (1H, d, J = 12.1
Hz), 6.66 (1H, d, J = 12.1 Hz), 6.94 (1H, d, J = 8.8 Hz), 7.13 (2H, d, J = 8.8 Hz), 7.17 (2H, d, J =
8.8 Hz), 7.51 (1H, d, J = 2.2 Hz), 7.80 (1H, dd, J = 8.8, 2.2 Hz). MS (ESI+) 288, 290 (Cl isotope)
[M+H]+. HRMS (ESI+) calcd for C16H15ClNO2 [M+H]+ 288.0786, found 288.0780.
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第 4 章 第 4 節 第 1 項の実験
Ethyl 3-(diethoxyphosphorylmethyl)-4-methoxybenzoate (24).
A mixture of 7 (25.0 g, 109 mmol) and triethyl phosphite (26.2 mL, 153 mmol) was stirred at
160 C for 2.5 h. The reaction mixture was cooled to room temperature, and excess triethyl
phosphite was removed by distillation to give 24 (34.2 g, 95%) as a colorless oil. 1H-NMR (400
MHz, CDCl3) : 1.26 (6H, t, J = 7.1 Hz), 1.37 (3H, t, J = 7.1 Hz), 3.26 (2H, d, J = 21.4 Hz), 3.90
(3H, s), 4.04 (4H, quintet, J = 7.1 Hz), 4.33 (2H, q, J = 7.1 Hz), 6.88 (1H, d, J = 8.5 Hz), 7.94 (1H,
ddd, J = 8.5, 2.2, 2.2 Hz), 7.98 (1H, dd, J = 2.2 Hz). MS (ESI+) 331 [M+H]+. HRMS (ESI+) calcd
for C15H24O6P [M+H]+ 331.1305, found 331.1297.
3-(Diethoxyphosphorylmethyl)-4-methoxybenzoic acid (25).
To a solution of 24 (2.01 g, 6.08 mmol) in MeOH (40 mL) was added 5 M NaOH aqueous
solution (7.2 mL, 36.0 mmol), and the mixture was stirred at 60 C for 1.5 h. After cooling to
room temperature, the solvent was removed in vacauo. The residue was diluted with water and
washed with diethyl ether. The aqueous solution was separated, acidified with 1 M HCl solution
and extracted with EtOAc. The extract was washed with brine, dried over anhydrous Na2SO4,
filtered and concentrated in vacuo to give 25 (1.76 g, 96%) as a colorless powder. 1H-NMR (400
MHz, DMSO-d6) : 1.16 (6H, t, J = 7.1 Hz), 3.22 (2H, d, J = 21.4 Hz), 3.86 (3H, s), 3.93 (4H,
quintet, J = 7.1 Hz), 7.07 (1H, d, J = 8.8 Hz), 7.83 (1H, ddd, J = 8.8, 2.2, 2.2 Hz), 7.85 (1H, dd, J
= 2.2, 2.2 Hz), 12.61 (1H, s). MS (ESI+) 303 [M+H]+. HRMS (ESI+) calcd for C13H20O6P [M+H]+
303.0992, found 303.0985.
3-(Diethoxyphosphorylmethyl)-4-methoxybenzamide (26).
To a solution of 25 (1.65 g, 5.45 mmol), NH4Cl (439 mg, 8.21 mmol), and HOBT (838 mg, 5.45
mmol) in DMF (27 mL) were added EDC (1.57 g, 8.18 mmol) and DIPEA (2.85 mL, 16.4 mmol).
The mixture was stirred at room temperature for 20 h and concentrated in vacuo. The residue was
diluted with an aqueous solution of NH4Cl and extracted with EtOAc. The extract was dried over
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anhydrous Na2SO4 and concentrated in vacuo. The residue was purified by flash chromatography
(basic-SiO2, CH2Cl2/MeOH = 50:1 to 5:1) to give 26 (1.02 g, 62%) as a colorless powder.
1H-NMR (400 MHz, DMSO-d6) : 1.15 (6H, t, J = 7.1 Hz), 3.17 (2H, d, J = 22.0 Hz), 3.84 (3H, s),
3.92 (4H, quintet, J = 7.1 Hz), 7.02 (1H, d, J = 8.8 Hz), 7.15 (1H, brs), 7.76-7.82 (3H, m). MS
(ESI+) 302 [M+H]+. HRMS (ESI+) calcd for C13H21NO5P [M+H]+ 302.1152, found 302.1146.
General procedure for the synthesis of compounds 27a-u.
To a solution of benzaldehydes (1.2 equiv) and 26 (1.0 equiv) in DMF was added sodium
tert-pentoxide (2.0 equiv). The mixture was stirred at room temperature for 1 h. Two workup
procedures were used. Procedure A: Saturated aqueous solution of NH4Cl was added to the
reaction mixture, and the resulting precipitate was filtered, washed with water, and dried in vacuo
to give the desired products 27a-b, 27f-l, 27n-p, 27n-p, 27r. Procedure B: The reaction mixture
was diluted with EtOAc and washed with water and brine. The organic layer was dried over
Na2SO4, filtered and concentrated in vacuo. The crude reaction mixture was purified by flash
chromatography (SiO2, n-hexane/EtOAc) to give the desired products 27c-e, 27m, 27q, 27s-u.
3-[(E)-2-(4-Bromophenyl)vinyl]-4-methoxybenzamide (27a).
The compound 27a was obtained as a colorless powder according to the general procedure in
92% yield. 1H-NMR (400 MHz, DMSO-d6) : 3.95 (3H, s), 7.09 (1H, d, J = 8.8 Hz), 7.26 (1H,
brs), 7.27 (1H, d, J = 16.5 Hz), 7.43 (1H, d, J = 16.5 Hz), 7.53 (2H, d, J = 8.8 Hz), 7.56 (2H, d, J
= 8.8 Hz), 7.82 (1H, dd, J = 8.8, 2.2 Hz), 7.91 (1H, brs), 8.20 (1H, d, J = 2.2 Hz). MS (ESI+) 332,
334 (Br isotope) [M+H]+. HRMS (ESI+) calcd for C16H15BrNO2 [M+H]+ 332.0281, found
332.0279.
3-[(E)-2-(4-Fluorophenyl)vinyl]-4-methoxybenzamide (27b).
The compound 27b was obtained as a colorless powder according to the general procedure in
57% yield. 1H-NMR (400 MHz, DMSO-d6) : 3.91 (3H, s), 7.09 (1H, d, J = 8.2 Hz), 7.20 (2H, dd,
J = 8.8, 8.8 Hz), 7.25 (1H, brs), 7.28 (1H, d, J = 17.0 Hz), 7.35 (1H, d, J = 17.0 Hz), 7.62 (2H, dd,
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J = 8.8, 5.5 Hz), 7.81 (1H, dd, J = 8.2, 2.2 Hz), 7.91 (1H, brs), 8.18 (1H, d, J = 2.2 Hz). MS
(ESI+) 272 [M+H]+. HRMS (ESI+) calcd for C16H15FNO2 [M+H]+ 272.1081, found 272.1083.
4-Methoxy-3-[(E)-2-[4-(trifluoromethyl)phenyl]vinyl]benzamide (27c).
The compound 27c was obtained as a colorless powder according to the general procedure in
63% yield. 1H-NMR (400 MHz, DMSO-d6) : 3.93 (3H, s), 7.12 (1H, d, J = 8.8 Hz), 7.28 (1H,
brs), 7.39 (1H, d, J = 16.4 Hz), 7.56 (1H, d, J = 16.4 Hz), 7.72 (2H, d, J = 8.2 Hz), 7.79 (2H, d, J
= 8.2 Hz), 7.85 (1H, dd, J = 8.8, 2.2 Hz), 7.93 (1H, brs), 8.24 (1H, d, J = 2.2 Hz). MS (ESI+) 322
[M+H]+. HRMS (ESI+) calcd for C17H15F3NO2 [M+H]+ 322.1049, found 322.1049.
3-[(E)-2-(4-Cyanophenyl)vinyl]-4-methoxybenzamide (27d).
The compound 27d was obtained as a colorless powder according to the general procedure in
51% yield. 1H-NMR (400 MHz, DMSO-d6) : 3.92 (3H, s), 7.12 (1H, d, J = 8.8 Hz), 7.25 (1H,
brs), 7.37 (1H, d, J = 16.5 Hz), 7.58 (1H, d, J = 16.5 Hz), 7.76 (2H, d, J = 8.2 Hz), 7.81 (2H, d, J
= 8.2 Hz), 7.86 (1H, dd, J = 8.8, 2.2 Hz), 7.90 (1H, brs), 8.23 (1H, d, J = 2.2 Hz). MS (ESI+) 279
[M+H]+. HRMS (ESI+) calcd for C17H15N2O2 [M+H]+ 279.1128, found 279.1130.
4-Methoxy-3-[(E)-2-(4-nitrophenyl)vinyl]benzamide (27e).
The compound 27e was obtained as a yellow powder according to the general procedure in 35%
yield. 1H-NMR (400 MHz, DMSO-d6) : 3.94 (3H, s), 7.13 (1H, d, J = 8.8 Hz), 7.27 (1H, brs),
7.46 (1H, d, J = 16.5 Hz), 7.65 (1H, d, J = 16.5 Hz), 7.85 (2H, d, J = 8.5 Hz), 7.87 (1H, dd, J =
8.8, 2.2 Hz), 7.91 (1H, brs), 8.23 (2H, d, J = 8.5 Hz), 8.26 (1H, d, J = 2.2 Hz). MS (ESI+) 299
[M+H]+. HRMS (ESI+) calcd for C16H15N2O4 [M+H]+ 299.1026, found 299.1027.
3-[(E)-2-(4-tert-Butylphenyl)vinyl]-4-methoxybenzamide (27f).
The compound 27f was obtained as a colorless powder according to the general procedure in
99% yield. 1H-NMR (400 MHz, DMSO-d6) : 1.29 (9H, s), 3.91 (3H, s), 7.08 (1H, d, J = 8.8 Hz),
7.24 (1H, brs), 7.27 (1H, d, J = 16.8 Hz), 7.36 (1H, d, J = 16.8 Hz), 7.40 (2H, d, J = 8.2 Hz), 7.49
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(2H, d, J = 8.2 Hz), 7.80 (1H, dd, J = 8.8, 2.2 Hz), 7.93 (1H, brs), 8.19 (1H, d, J = 2.2 Hz). MS
(ESI+) 310 [M+H]+. HRMS (ESI+) calcd for C20H24NO2 [M+H]+ 310.1802, found 310.1799.
4-Methoxy-3-[(E)-2-(4-tolyl)vinyl]benzamide (27g).
The compound 27g was obtained as a colorless powder according to the general procedure in
89% yield. 1H-NMR (400 MHz, DMSO-d6) : 2.31 (3H, s), 3.91 (3H, s), 7.08 (1H, d, J = 8.8 Hz),
7.19 (2H, d, J = 8.2 Hz), 7.25 (1H, d, J = 16.8 Hz), 7.25 (1H, brs), 7.36 (1H, d, J = 16.8 Hz), 7.47
(2H, d, J = 8.2 Hz), 7.80 (1H, dd, J = 8.8, 2.2 Hz), 7.92 (1H, brs), 8.19 (1H, d, J = 2.2 Hz). MS
(ESI+) 268 [M+H]+. HRMS (ESI+) calcd for C17H18NO2 [M+H]+ 268.1332, found 268.1332.
4-Methoxy-3-[(E)-2-(4-methoxyphenyl)vinyl]benzamide (27h).
The compound 27h was obtained as a colorless powder according to the general procedure in
quantitative yield. 1H-NMR (400 MHz, DMSO-d6) : 3.77 (3H, s), 3.90 (3H, s), 6.94 (2H, d, J =
8.5 Hz), 7.07 (1H, d, J = 8.2 Hz), 7.21 (1H, brs), 7.21 (1H, d, J = 17.0 Hz), 7.26 (1H, d, J = 17.0
Hz), 7.51 (2H, d, J = 8.5 Hz), 7.78 (1H, dd, J=8.2, 1.9 Hz), 7.89 (1H, brs), 8.16 (1H, d, J = 1.9
Hz). MS (ESI+) 284 [M+H]+. HRMS (ESI+) calcd for C17H18NO3 [M+H]+ 284.1281, found
284.1279.
4-Methoxy-3-[(E)-styryl]benzamide (27i).
The compound 27i was obtained as a colorless powder according to the general procedure in
94% yield. 1H-NMR (400 MHz, DMSO-d6) : 3.91 (3H, s), 7.09 (1H, d, J = 8.5 Hz), 7.25 (1H,
brs), 7.27-7.31 (2H, m), 7.36-7.43 (3H, m), 7.57 (2H, d, J = 7.7 Hz), 7.82 (1H, dd, J = 8.5, 2.2
Hz), 7.93 (1H, brs), 8.21 (1H, d, J = 2.2 Hz). 13C-NMR (125 MHz, DMSO-d6) : 55.7, 110.8,
122.7, 124.8, 125.5, 126.2, 126.3, 127.6, 128.5, 128.6, 129.3, 137.1, 158.4, 167.2. MS (ESI+) 254
[M+H]+. HRMS calcd for C16H16NO2 [M+H]+ 254.1176, found 254.1178.
4-Methoxy-3-[(E)-2-(3-tolyl)vinyl]benzamide (27j).
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The compound 27j was obtained as a colorless powder according to the general procedure in
55% yield. 1H-NMR (400 MHz, DMSO-d6) : 2.34 (3H, s), 3.91 (3H, s), 7.09 (1H, d, J = 8.2 Hz),
7.09 (1H, d, J = 7.7 Hz), 7.22 (1H, brs), 7.25 (1H, d, J = 16.5 Hz), 7.26 (1H, t, J = 7.7 Hz), 7.35
(1H, d, J = 7.7 Hz), 7.39 (1H, d, J = 16.5 Hz), 7.39 (1H, s), 7.81 (1H, dd, J = 8.2, 2.2 Hz), 7.90
(1H, brs), 8.19 (1H, d, J = 2.2 Hz). MS (ESI+) 268 [M+H]+. HRMS (ESI+) calcd for C17H18NO2
[M+H]+ 268.1332, found 268.1333.
3-[(E)-2-(3-Fluorophenyl)vinyl]-4-methoxybenzamide (27k).
The compound 27k was obtained as a colorless powder according to the general procedure in
79% yield. 1H-NMR (400 MHz, DMSO-d6) : 3.92 (3H, s), 7.07-7.12 (2H, m), 7.25 (1H, brs),
7.30 (1H, d, J = 16.5 Hz), 7.38-7.43 (3H, m), 7.46 (1H, d, J = 16.5 Hz), 7.83 (1H, dd, J = 8.8, 2.2
Hz), 7.91 (1H, brs), 8.20 (1H, d, J = 2.2 Hz). MS (ESI+) 272 [M+H]+. HRMS (ESI+) calcd for
C16H15FNO2 [M+H]+ 272.1081, found 272.1082.
3-[(E)-2-(3-Chlorophenyl)vinyl]-4-methoxybenzamide (27l).
The compound 27l was obtained as a colorless powder according to the general procedure in
57% yield. 1H-NMR (400 MHz, DMSO-d6) : 3.92 (3H, s), 7.10 (1H, d, J = 8.8 Hz), 7.24 (1H,
brs), 7.28 (1H, d, J = 17.0 Hz), 7.31 (1H, d, J = 8.5 Hz), 7.40 (1H, dd, J = 8.5, 7.7 Hz), 7.46 (1H,
d, J = 17.0 Hz), 7.54 (1H, d, J = 7.7 Hz), 7.63 (1H, s), 7.83 (1H, dd, J = 8.8, 2,2 Hz), 7.89 (1H,
brs), 8.19 (1H, d, J = 2.2 Hz). MS (ESI+) 288, 290 (Cl isotope) [M+H]+. HRMS (ESI+) calcd for
C16H15ClNO2 [M+H]+ 288.0786, found 288.0788.
3-[(E)-2-(3-Cyanophenyl)vinyl]-4-methoxybenzamide (27m).
The compound 27m was obtained as a colorless powder according to the general procedure in
53% yield. 1H-NMR (400 MHz, DMSO-d6) : 3.92 (3H, s), 7.11 (1H, d, J = 8.8 Hz), 7.26 (1H,
brs), 7.33 (1H, d, J = 16.5 Hz), 7.54 (1H, d, J = 16.5 Hz), 7.58 (1H, dd, J = 7.7, 7.7 Hz), 7.72 (1H,
d, J = 7.7 Hz), 7.85 (1H, dd, J = 8.8, 2.2 Hz), 7.91 (1H, brs), 7.92 (1H, d, J = 7.7 Hz), 8.06 (1H, s),
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8.21 (1H, d, J = 2.2 Hz). MS (ESI+) 279 [M+H]+. HRMS (ESI+) calcd for C17H15N2O2 [M+H]+
279.1128, found 279.1129.
3-[(E)-2-(2-Fluorophenyl)vinyl]-4-methoxybenzamide (27n).
The compound 27n was obtained as a colorless powder according to the general procedure in
83% yield. 1H-NMR (400 MHz, DMSO-d6) : 3.92 (3H, s), 7.12 (1H, d, J = 8.8 Hz), 7.22-7.27
(3H, m), 7.33 (1H, ddd, J = 7.7, 6.6, 1.6 Hz), 7.38 (1H, d, J = 16.5 Hz), 7.51 (1H, d, J = 16.5 Hz),
7.75 (1H, ddd, J = 7.1, 6.6, 1.6 Hz), 7.85 (1H, dd, J = 8.8, 2.2 Hz), 7.99 (1H, brs), 8.22, (1H, d, J
= 2.2 Hz). MS (ESI+) 272 [M+H]+. HRMS (ESI+) calcd for C16H15FNO2 [M+H]+ 272.1081, found
272.1083.
4-Methoxy-3-[(E)-2-(2-tolyl)vinyl]benzamide (27o).
The compound 27o was obtained as a colorless powder according to the general procedure in
91% yield. 1H-NMR (400 MHz, DMSO-d6) : 2.42 (3H, s), 3.91 (3H, s), 7.10 (1H, d, J = 8.8 Hz),
7.16-7.24 (3H, m), 7.27 (1H, d, J = 16.5 Hz), 7.27 (1H, brs), 7.46 (1H, d, J = 16.5 Hz), 7.60 (1H,
d, J = 7.1 Hz), 7.83 (1H, dd, J = 8.8, 1.9 Hz), 7.96 (1H, brs), 8.19 (1H, d, J = 1.9 Hz). MS (ESI+)
268 [M+H]+. HRMS (ESI+) calcd for C17H18NO2 [M+H]+ 268.1332, found 268.1331.
4-Methoxy-3-[(E)-2-(2-methoxyphenyl)vinyl]benzamide (27p).
The compound 27p was obtained as a colorless powder according to the general procedure in
97% yield. 1H-NMR (400 MHz, DMSO-d6) : 3.86 (3H, s), 3.90 (3H, s), 6.97 (1H, dd, J = 7.7, 7.1
Hz), 7.04 (1H, d, J = 8.2 Hz), 7.08 (1H, d, J = 8.8 Hz), 7.24 (1H, brs), 7.27 (1H, ddd, J = 8.2, 7.1,
1.6 Hz), 7.38 (1H, d, J = 16.8 Hz), 7.48 (1H, d, J = 16.8 Hz), 7.60 (1H, dd, J = 7.7, 1.6 Hz), 7.81
(1H, dd, J = 8.8, 2.2 Hz), 7.98 (1H, brs), 8.15 (1H, d, J = 2.2 Hz). MS (ESI+) 284 [M+H]+. HRMS
(ESI+) calcd for C17H18NO3 [M+H]+ 284.1281, found 284.1280.
4-Methoxy-3-[(E)-2-[2-(trifluoromethoxy)phenyl]vinyl]benzamide (27q).
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The compound 27q was obtained as a colorless powder according to the general procedure in
63% yield. 1H-NMR (400 MHz, DMSO-d6) : 3.92 (3H, s), 7.13 (1H, d, J = 8.8 Hz), 7.27 (1H,
brs), 7.40-7.46 (4H, m), 7.50 (1H, d, J = 16.8 Hz), 7.87 (1H, dd, J = 8.8, 2.2 Hz), 7.88-7.91 (1H,
m), 7.98 (1H, brs), 8.16 (1H, d, J = 2.2 Hz). MS (ESI+) 338 [M+H]+. HRMS (ESI+) calcd for
C17H15F3NO3 [M+H]+ 338.0999, found 338.0998.
3-[(E)-2-(2-Chlorophenyl)vinyl]-4-methoxybenzamide (27r).
The compound 27r was obtained as a colorless powder according to the general procedure in
63% yield. 1H-NMR (400 MHz, DMSO-d6) : 3.92 (3H, s), 7.12 (1H, d, J = 8.8 Hz), 7.27 (1H,
brs), 7.30 (1H, ddd, J = 7.7, 7.7, 1.6 Hz), 7.37 (1H, dd, J = 7.7, 7.7 Hz), 7.41 (1H, d, J = 16.5 Hz),
7.49 (1H, d, J = 7.7 Hz), 7.55 (1H, d, J = 16.5 Hz), 7.81 (1H, dd, J = 7.7, 1.6 Hz), 7.86 (1H, dd, J
= 8.8, 2.2 Hz), 7.99 (1H, brs), 8.18 (1H, d, J = 2.2 Hz). MS (ESI+) 288, 290 (Cl isotope) [M+H]+.
HRMS (ESI+) calcd for C16H15ClNO2 [M+H]+ 288.0786, found 288.0788.
3-[(E)-2-(2,4-Dichlorophenyl)vinyl]-4-methoxybenzamide (27s).
The compound 27s was obtained as a colorless powder according to the general procedure in
51% yield. 1H-NMR (400 MHz, DMSO-d6) : 3.91 (3H, s), 7.12 (1H, d, J = 8.5 Hz), 7.26 (1H,
brs), 7.43 (1H, d, J = 16.5 Hz), 7.44 (1H, dd, J = 8.5, 1.6 Hz), 7.50 (1H, d, J = 16.5 Hz), 7.65 (1H,
d, J = 1.6 Hz), 7.84 (1H, d, J = 8.5 Hz), 7.86 (1H, dd, J = 8.5, 2.2 Hz), 7.98 (1H, brs), 8.17 (1H, d,
J = 2.2 Hz). MS (ESI+) 322, 324 (Cl isotope) [M+H]+. HRMS (ESI+) calcd for C16H14Cl2NO2
[M+H]+ 322.0396, found 322.0399.
3-[(E)-2-(4-Chloro-2-fluorophenyl)vinyl]-4-methoxybenzamide (27t).
The compound 27t was obtained as a colorless powder according to the general procedure in
35% yield. 1H-NMR (400 MHz, DMSO-d6) : 3.91 (3H, s), 7.11 (1H, d, J = 8.8 Hz), 7.26 (1H,
brs), 7.30 (1H, dd, J = 8.2, 2.2 Hz), 7.32 (1H, d, J = 16.5 Hz), 7.46 (1H, dd, J = 11.0, 2.2 Hz),
7.50 (1H, d, J = 16.5 Hz), 7.78 (1H, dd, J = 8.2, 8.2 Hz), 7.85 (1H, dd, J = 8.8, 2.2 Hz), 7.96 (1H,
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brs), 8.20 (1H, d, J = 2.2 Hz). MS (ESI+) 306, 308 (Cl isotope) [M+H]+. HRMS (ESI+) calcd for
C16H14ClFNO2 [M+H]+ 306.0692, found 306.0692.
3-[(E)-2-(3,4-Dichlorophenyl)vinyl]-4-methoxybenzamide (27u).
The compound 27u was obtained as a colorless powder according to the general procedure in
65% yield. 1H-NMR (400 MHz, DMSO-d6) : 3.91 (3H, s), 7.10 (1H, d, J = 8.8 Hz), 7.26 (1H,
brs), 7.28 (1H, d, J = 16.5 Hz), 7.47 (1H, d, J = 16.5 Hz), 7.58 (1H, dd, J = 8.2, 2.2 Hz), 7.61 (1H,
d, J = 8.2 Hz), 7.83 (1H, dd, J = 8.8, 2.2 Hz), 7.84 (1H, d, J = 1.6 Hz), 7.89 (1H, brs), 8.18 (1H, d,
J = 2.2 Hz). MS (ESI+) 322, 324 (Cl isotope) [M+H]+. HRMS (ESI+) calcd for C16H14Cl2NO2
[M+H]+ 322.0396, found 322.0395.
第 4 章 第 4 節 第 3 項の実験
Ethyl 3-[(E)-2-(4-chlorophenyl)vinyl]-4-hydroxybenzoate (28).
To a solution of diethyl 4-chlorobenzylphosphonate (1.19 g, 4.54 mmol) in DMF (10 mL) at 0
C was added sodium tert-pentoxide (1.37 g, 11.8 mmol) and the mixture was stirred for 20 min
at 0 C. Then a solution of 14 (842 mg, 4.33 mmol) in DMF (5 mL) was added and the reaction
mixture was stirred for 2 h at 0 C. The reaction mixture was poured into saturated aqueous
solution of NH4Cl (30 mL) and extracted with EtOAc (100 mL). The organic layer was separated,
washed with water and brine, dried over MgSO4, filtered and concentrated in vacuo. The residue
was purified by flash chromatography (SiO2, n-hexane/EtOAc = 3:1 to 2:1) to give 28 (925 mg,
71%) as a colorless powder. 1H-NMR (400 MHz, CDCl3) : 1.41 (3H, t, J = 7.1 Hz), 4.38 (2H, q,
J = 7.1 Hz), 5.74 (1H, brs), 6.84 (1H, d, J = 8.8 Hz), 7.14 (1H, d, J = 16.5 Hz), 7.31 (2H, d, J =
8.8 Hz), 7.32 (1H, d, J = 16.5 Hz), 7.45 (2H, d, J = 8.8 Hz), 7.85 (1H, dd, J = 8.8, 2.1 Hz), 8.23
(1H, d, J = 2.1 Hz). MS (ESI+) 303, 305 (Cl isotope) [M+H]+. HRMS (ESI+) calcd for C17H16ClO3
[M+H]+ 303.0782, found 303.0778.
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General procedure for the synthesis of compounds 29a-c.
A mixture of 28 (1 equiv), alkyl halides (1.5 equiv), K2CO3 (2 equiv) in CH3CN was stirred at 60
C for 24 h. The insoluble solid was filtered and the cake was washed with CH3CN. The filtrate
was concentrated in vacuo and the residue was purified by flash chromatography (SiO2,
n-hexane/EtOAc) to give the desired products 29a-c.
Ethyl 3-[(E)-2-(4-chlorophenyl)vinyl]-4-ethoxybenzoate (29a).
The compound 29a was obtained as a colorless powder according to the general procedure in
99% yield. 1H-NMR (400 MHz, CDCl3) : 1.41 (3H, t, J = 7.1 Hz), 1.52 (3H, t, J = 6.9 Hz), 4.18
(2H, q, J = 6.9 Hz), 4.38 (2H, q, J = 7.1 Hz), 6.90 (1H, d, J = 8.7 Hz), 7.17 (1H, d, J = 16.5 Hz),
7.33 (2H, d, J = 8.6 Hz), 7.42 (1H, d, J = 16.5 Hz), 7.47 (2H, d, J = 8.6 Hz), 7.93 (1H, dd, J = 8.7,
2.1 Hz), 8.26 (1H, d, J = 2.1 Hz). MS (ESI+) 331, 333 (Cl isotope) [M+H]+. HRMS (ESI+) calcd
for C19H20ClO3 [M+H]+ 331.1095, found 331.1096.
Ethyl 3-[(E)-2-(4-chlorophenyl)vinyl]-4-propoxybenzoate (29b).
The compound 29b was obtained as a colorless powder according to the general procedure in
99% yield. 1H-NMR (400 MHz, CDCl3) : 1.11 (3H, t, J = 7.4 Hz), 1.41 (3H, t, J = 7.1 Hz), 1.92
(2H, tq, J = 7.4, 6.6 Hz), 4.06 (2H, t, J = 6.6 Hz), 4.38 (2H, q, J = 7.1 Hz), 6.91 (1H, d, J = 8.7
Hz), 7.18 (1H, d, J = 16.7 Hz), 7.33 (2H, d, J = 8.4 Hz), 7.42 (1H, d, J = 16.7 Hz), 7.46 (2H, d, J
= 8.4 Hz), 7.93 (1H, dd, J = 8.7, 2.1 Hz), 8.26 (1H, d, J = 2.1 Hz). MS (ESI+) 345, 347 (Cl
isotope) [M+H]+. HRMS (ESI+) calcd for C20H22ClO3 [M+H]+ 345.1252, found 345.1253.
Ethyl 3-[(E)-2-(4-chlorophenyl)vinyl]-4-[2-(2-hydroxyethoxy)ethoxy]benzoate (29c).
The compound 29c was obtained as a colorless powder according to the general procedure in
95% yield. 1H-NMR (400 MHz, CD3OD) : 1.40 (3H, t, J = 7.1 Hz), 3.64-3.75 (4H, m), 3.95 (2H,
t, J = 4.6 Hz), 4.31 (2H, t, J = 4.6 Hz), 4.36 (2H, q, J = 7.1 Hz), 7.10 (1H, d, J = 8.8 Hz), 7.25 (1H,
d, J = 16.5 Hz), 7.34 (2H, d, J = 8.5 Hz), 7.48 (1H, d, J = 16.5 Hz), 7.54 (2H, d, J = 8.5 Hz), 7.91
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(1H, dd, J = 8.8, 1.9 Hz), 8.24 (1H, d, J = 1.9 Hz). MS (ESI+) 391, 393 (Cl isotope) [M+H]+.
HRMS (ESI+) calcd for C21H24ClO5 [M+H]+ 391.1306, found 391.1309.
Ethyl 3-[(E)-2-(4-chlorophenyl)vinyl]-4-(2-dimethylaminoethyloxy)benzoate (29d).
A mixture of 28 (151 mg, 0.50 mmol), 1,2-dibromoethane (0.43 mL, 4.97 mmol), K2CO3 (344
mg, 2.49 mmol) in DMF (3 mL) was stirred at 80 C for 1 h. To the mixture was added
dimethylamine solution (2.0 M in THF, 2.5 mL, 5.0 mmol), and the mixture was stirred at 80 C
for 1 h. The reaction mixture was diluted with EtOAc (30 mL). The organic layer was washed
with water and brine, dried over Na2SO4, filtered and concentrated in vacuo. The residue was
purified by flash chromatography (SiO2, CH2Cl2/MeOH = 50:1 to 10:1) to give 29d (109 mg,
58%) as a colorless oil. 1H-NMR (400 MHz, CDCl3) : 1.41 (3H, t, J = 7.1 Hz), 2.39 (6H, s), 2.84
(2H, t, J = 5.8 Hz), 4.20 (2H, t, J = 5.8 Hz), 4.38 (2H, q, J = 7.1 Hz), 6.91 (1H, d, J = 8.2 Hz),
7.17 (1H, d, J = 16.5 Hz), 7.32 (2H, d, J = 8.2 Hz), 7.39 (1H, d, J = 16.5 Hz), 7.44 (2H, d, J = 8.2
Hz), 7.93 (1H, dd, J = 8.2, 1.8 Hz), 8.25 (1H, d, J = 1.8 Hz). MS (ESI+) 374, 376 (Cl isotope)
[M+H]+. HRMS (ESI+) calcd for C21H25ClNO3 [M+H]+ 374.1517, found 374.1507.
Ethyl 3-[(E)-2-(4-chlorophenyl)vinyl]-4-[2-(4-methylpiperazin-1-yl)ethoxy]benzoate (29e).
Compound 29e was prepared in a manner similar to that described for 29d in 66% yield as a
colorless oil. 1H-NMR (400 MHz, CDCl3) : 1.41 (3H, t, J = 7.1 Hz), 2.30 (3H, s), 2.49 (4H, brs),
2.68 (4H, brs), 2.92 (2H, t, J = 5.8 Hz), 4.23 (2H, t, J = 5.8 Hz), 4.38 (2H, q, J = 7.1 Hz), 6.90
(1H, d, J = 8.5 Hz), 7.17 (1H, d, J = 16.5 Hz), 7.32 (2H, d, J = 8.2 Hz), 7.38 (1H, d, J = 16.5 Hz),
7.44 (2H, d, J = 8.2 Hz), 7.93 (1H, dd, J = 8.5, 1.9 Hz), 8.25 (1H, d, J = 1.9 Hz). MS (ESI+) 429,
431 (Cl isotope) [M+H]+. HRMS (ESI+) calcd for C24H30ClN2O3 [M+H]+ 429.1939, found
429.1930.
General procedure for the synthesis of compounds 30a-d.
To a solution of 29a-d (0.14 mmol) in MeOH (3 mL) was added 20% aqueous solution of KOH
(0.6 mL) and the mixture was stirred for 1 h under reflux. After removal of MeOH, 1M HCl (2.4
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mL) was added. The resulting precipitate was filtered, washed with water to give the desired
products 30a-d.
3-[(E)-2-(4-Chlorophenyl)vinyl]-4-ethoxybenzoic acid (30a).
The compound 30a was obtained as a colorless powder according to the general procedure in
87% yield. 1H-NMR (400 MHz, DMSO-d6) : 1.44 (3H, t, J = 7.1 Hz), 4.20 (2H, q, J = 7.1 Hz),
7.13 (1H, d, J = 8.8 Hz), 7.33 (1H, d, J = 16.6 Hz), 7.42 (1H, d, J = 16.6 Hz), 7.43 (2H, d, J = 8.8
Hz), 7.63 (2H, d, J = 8.8 Hz), 7.86 (1H, dd, J = 8.8, 2.0 Hz), 8.20 (1H, d, J = 2.0 Hz), 12.73 (1H,
brs). MS (ESI+) 303, 305 (Cl isotope) [M+H]+. HRMS (ESI-) calcd for C17H14ClO3 [M-H]-
301.0626, found 301.0620.
3-[(E)-2-(4-Chlorophenyl)vinyl]-4-propoxybenzoic acid (30b).
The compound 30b was obtained as a colorless powder according to the general procedure in
97% yield. 1H-NMR (400 MHz, DMSO-d6) : 1.05 (3H, t, J = 7.3 Hz), 1.84 (2H, tq, J = 7.3, 6.4
Hz), 4.11 (2H, t, J = 6.4 Hz), 7.14 (1H, d, J = 8.8 Hz), 7.34 (1H, d, J = 16.6 Hz), 7.43 (1H, d, J =
16.6 Hz), 7.44 (2H, d, J = 8.8 Hz), 7.62 (2H, d, J = 8.8 Hz), 7.85 (1H, dd, J = 8.8, 2.0 Hz), 8.20
(1H, d, J = 2.0 Hz). MS (ESI+) 317, 319 (Cl isotope) [M+H]+. HRMS (ESI-) calcd for C18H16ClO3
[M-H]- 315.0782, found 315.0775.
3-[(E)-2-(4-Chlorophenyl)vinyl]-4-[2-(2-hydroxyethoxy)ethoxy]benzoic acid (30c).
The compound 30c was obtained as a colorless powder according to the general procedure in
87% yield. 1H-NMR (400 MHz, DMSO-d6) : 3.52-3.58 (4H, m), 3.86 (2H, t, J = 4.7 Hz), 4.27
(2H, t, J = 4.7 Hz), 4.64 (1H, t, J = 4.7 Hz), 7.16 (1H, d, J = 8.8 Hz), 7.37 (1H, d, J = 16.6 Hz),
7.43 (2H, d, J = 8.8 Hz), 7.44 (1H, d, J = 16.6 Hz), 7.63 (2H, d, J = 8.8 Hz), 7.85 (1H, dd, J = 8.8,
2.4 Hz), 8.20 (1H, d, J = 2.4 Hz), 12.75 (1H, brs). MS (ESI+) 363, 365 (Cl isotope) [M+H]+.
HRMS (ESI-) calcd for C19H18ClO5 [M-H]- 361.0837, found 361.0832.
3-[(E)-2-(4-Chlorophenyl)vinyl]-4-(2-dimethylaminoethoxy)benzoic acid (30d).
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The compound 30c was obtained as a colorless powder according to the general procedure in
92% yield. 1H-NMR (400 MHz, DMSO-d6) : 2.28 (6H, s), 2.76 (2H, t, J = 5.8 Hz), 4.22 (2H, t, J
= 5.8 Hz), 7.15 (1H, d, J = 8.5 Hz), 7.37 (1H, d, J = 17.0 Hz), 7.42 (1H, d, J = 17.0 Hz), 7.44 (2H,
d, J = 8.5 Hz), 7.60 (2H, d, J = 8.5 Hz), 7.84 (1H, dd, J = 8.5, 2.2 Hz), 8.18 (1H, d, J = 2.2 Hz).
MS (ESI+) 346, 348 (Cl isotope) [M+H]+. HRMS (ESI+) calcd for C19H21ClNO3 [M+H]+ 346.1204,
found 346.1194.
3-[(E)-2-(4-Chlorophenyl)vinyl]-4-[2-(4-methylpiperazin-1-yl)ethoxy]benzoic acid (30e).
To a solution of 29e (59 mg, 0.14 mmol) in MeOH (3 mL) was added 20% aqueous solution of
KOH (0.6 mL) and the mixture was stirred for 2.5 h under reflux. After removal of MeOH, 1M
HCl (2.4 mL) was added and the aqueous layer was extracted with EtOAc. The organic layers
were combined, washed with brine (100 mL), dried over anhydrous Na2SO4, filtered, and
concentrated in vacuo to give 30e (50 mg, 90%) as a colorless powder. 1H-NMR (400 MHz,
DMSO-d6) : 2.14 (3H, s), 2.33 (4H, brs), 2.54 (4H, brs), 2.80 (2H, t, J = 5.5 Hz), 4.22 (2H, t, J =
5.5 Hz), 7.13 (1H, d, J = 8.8 Hz), 7.34 (1H, d, J = 17.0 Hz), 7.42 (1H, d, J = 17.0 Hz), 7.43 (2H, d,
J = 8.5 Hz), 7.60 (2H, d, J = 8.5 Hz), 7.83 (1H, dd, J = 8.8, 2.2 Hz), 8.18 (1H, d, J = 2.2 Hz). MS
(ESI+) 401, 403 (Cl isotope) [M+H]+. HRMS (ESI+) calcd for C22H26ClN2O3 [M+H]+ 401.1626,
found 401.1616.
General procedure for the synthesis of compounds 31a-e.
To a solution of 30a-e (1 equiv), NH4Cl (2 equiv), and HOBT (1 equiv) in DMF were added
EDC (1.5 equiv) and DIPEA (4 equiv) and the mixture was stirred at room temperature for 8 h.
Water was added, and the resulting precipitate was filtered and washed with water to give the
desired products 31a-e.
3-[(E)-2-(4-Chlorophenyl)vinyl]-4-ethoxybenzamide (31a).
The compound 31a was obtained as a colorless powder according to the general procedure in
96% yield. 1H-NMR (400 MHz, DMSO-d6) : 1.42 (3H, t, J = 6.9 Hz), 4.17 (2H, q, J = 6.9 Hz),
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7.09 (1H, d, J = 8.6 Hz), 7.27 (1H, brs), 7.31 (1H, d, J = 16.7 Hz), 7.44 (1H, d, J = 16.7 Hz), 7.45
(2H, d, J = 8.6 Hz), 7.60 (2H, d, J = 8.6 Hz), 7.81 (1H, dd, J = 8.6, 2.2 Hz), 7.92 (1H, brs), 8.21
(1H, d, J = 2.2 Hz). MS (ESI+) 302, 304 (Cl isotope) [M+H]+. HRMS (ESI+) calcd for
C17H17ClNO2 [M+H]+ 302.0942, found 302.0938.
3-[(E)-2-(4-Chlorophenyl)vinyl]-4-propoxybenzamide (31b).
The compound 31b was obtained as a colorless powder according to the general procedure in
85% yield. 1H-NMR (400 MHz, DMSO-d6) : 1.04 (3H, t, J = 7.4 Hz), 1.83 (2H, tq, J = 7.4, 6.5
Hz), 4.08 (2H, t, J = 6.5 Hz), 7.09 (1H, d, J = 8.6 Hz), 7.26 (1H, brs), 7.32 (1H, d, J = 16.5 Hz),
7.44 (1H, d, J = 16.5 Hz), 7.45 (2H, d, J = 8.6 Hz), 7.59 (2H, d, J = 8.6 Hz), 7.81 (1H, dd, J = 8.6,
2.2 Hz), 7.92 (1H, brs), 8.20 (1H, d, J = 2.2 Hz). MS (ESI+) 316, 318 (Cl isotope) [M+H]+.
HRMS (ESI+) calcd for C18H19ClNO2 [M+H]+ 316.1099, found 316.1092.
3-[(E)-2-(4-Chlorophenyl)vinyl]-4-[2-(2-hydroxyethoxy)ethoxy]benzamide (31c).
The compound 31c was obtained as a colorless powder according to the general procedure in
83% yield. 1H-NMR (400 MHz, DMSO-d6) : 3.51-3.58 (4H, m), 3.85 (2H, t, J = 4.7 Hz), 4.24
(2H, t, J = 4.7 Hz), 4.63 (1H, t, J = 4.7 Hz), 7.11 (1H, d, J = 8.8 Hz), 7.25 (1H, brs), 7.35 (1H, d, J
= 16.6 Hz), 7.43 (1H, d, J = 16.6 Hz), 7.44 (2H, d, J = 8.8 Hz), 7.59 (2H, d, J = 8.8 Hz), 7.80 (1H,
dd, J = 8.8, 2.2 Hz), 7.90 (1H, brs), 8.19 (1H, d, J = 2.2 Hz). MS (ESI+) 362, 364 (Cl isotope)
[M+H]+. HRMS (ESI+) calcd for C19H21ClNO4 [M+H]+ 362.1154, found 362.1147.
3-[(E)-2-(4-Chlorophenyl)vinyl]-4-(2-dimethylaminoethoxy)benzamide (31d).
The compound 31d was obtained as a colorless powder according to the general procedure in
76% yield. 1H-NMR (400 MHz, DMSO-d6) : 2.27 (6H, s), 2.73 (2H, t, J = 5.9 Hz), 4.19 (2H, t, J
= 5.9 Hz), 7.11 (1H, d, J = 8.8 Hz), 7.24 (1H, brs), 7.35 (1H, d, J = 16.4 Hz), 7.42 (1H, d, J = 16.4
Hz), 7.45 (2H, d, J = 8.8 Hz), 7.57 (2H, d, J = 8.8 Hz), 7.80 (1H, dd, J = 8.8, 2.2 Hz), 7.90 (1H,
brs), 8.18 (1H, d, J = 2.2 Hz). MS (ESI+) 345, 347 (Cl isotope) [M+H]+. HRMS (ESI+) calcd for
C19H22ClN2O2 [M+H]+ 345.1364, found 345.1355.
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3-[(E)-2-(4-Chlorophenyl)vinyl]-4-[2-(4-methylpiperazin-1-yl)ethoxy]benzamide (31e).
The compound 31e was obtained as a colorless powder according to the general procedure in
82% yield. 1H-NMR (400 MHz, DMSO-d6) : 2.13 (3H, s), 2.31 (4H, brs), 2.53 (4H, brs), 2.79
(2H, t, J = 5.7 Hz), 4.21 (2H, t, J = 5.7 Hz), 7.12 (1H, d, J = 8.8 Hz), 7.24 (1H, brs), 7.34 (1H, d, J
= 16.6 Hz), 7.42 (1H, d, J = 16.6 Hz), 7.45 (2H, d, J = 8.3 Hz), 7.58 (2H, d, J = 8.3 Hz), 7.80 (1H,
dd, J = 8.8, 2.0 Hz), 7.89 (1H, brs), 8.19 (1H, d, J = 2.0 Hz). MS (ESI+) 400, 402 (Cl isotope)
[M+H]+. HRMS (ESI+) calcd for C22H27ClN3O2 [M+H]+ 400.1786, found 400.1778.
3-[(E)-2-(4-Chlorophenyl)vinyl]-4-methoxybenzoic acid ((E)-21).
To a solution of diethyl 4-chlorobenzylphosphonate (13.3 g, 50.4 mmol) in toluene (150 mL) at
0 C was added sodium tert-pentoxide (8.35 g, 72.1 mmol) and the mixture was stirred for 20 min
at 0 C. Then a solution of 15 (10.0 g, 48.0 mmol) in THF (40 mL) was added dropwise over 20
min and the reaction mixture was stirred for 1.5 h at 0 C. The reaction mixture was poured into
saturated aqueous solution of NH4Cl (300 mL) and extracted with EtOAc (350 mL  2). The
organic layers were combined, washed with brine (100 mL), dried over anhydrous Na2SO4,
filtered, and concentrated in vacuo to give crude (E)-20 (16.4 g). 1H-NMR (400 MHz, CDCl3) :
1.41 (3H, t, J = 7.2 Hz), 3.98 (3H, s), 4.38 (2H, q, J = 7.2 Hz), 6.92 (1H, d, J = 8.8 Hz), 7.15 (1H,
d, J = 16.4 Hz), 7.32 (2H, d, J = 8.6 Hz), 7.41 (1H, d, J = 16.4 Hz), 7.47 (2H, d, J = 8.6 Hz), 7.95
(1H, dd, J = 8.8, 2.4 Hz), 8.26 (1H, d, J = 2.4 Hz). To a solution of crude (E)-20 (16.0 g) in
MeOH (100 mL) was added 20% aqueous solution of KOH (30 mL). The mixture was stirred for
2 h at 65 °C, and then cooled to 0 C. The reaction mixture was adjusted to pH of 3 by addition of
1 M HCl (170 mL). The resulting precipitate was filtered, washed with water and
n-hexane/EtOAc (10:1). The residue was recrystallized from EtOH (700 mL) to give (E)-21 (11.2
g, 80%) as colorless needles. 1H-NMR (400 MHz, DMSO-d6) : 3.94 (3H, s), 7.15 (1H, d, J = 8.8
Hz), 7.30 (1H, d, J = 16.6 Hz), 7.43 (2H, d, J = 8.4 Hz), 7.43 (1H, d, J = 16.6 Hz), 7.64 (2H, d, J
= 8.4 Hz), 7.88 (1H, dd, J = 8.8, 2.1 Hz), 8.20 (1H, d, J = 2.1 Hz), 12.8 (1H, brs). MS (ESI+) 289,
291 (Cl isotope) [M+H]+. HRMS (ESI-) calcd for C16H12ClO3 [M-H]- 287.0469, found 287.0470.
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General procedure for the synthesis of compounds 32a-h.
To a mixture of (E)-21 (501 mg, 1.74 mmol) in CH2Cl2 (15 mL) and DMF (7 μL) at 0 °C was
added oxalyl chloride (331 mg, 2.60 mmol) and the mixture was stirred for 13 h at room
temperature. The reaction mixture was concentrated in vacuo to give
3-[(E)-2-(4-chlorophenyl)vinyl]-4-methoxy-benzoyl chloride (535 mg, quant.) as a colorless
powder. 1H-NMR (400 MHz, CDCl3) : 3.99 (3H, s), 6.97 (1H, d, J = 8.8 Hz), 7.14 (1H, d, J =
16.5 Hz), 7.33 (2H, d, J = 8.8 Hz), 7.36 (1H, d, J = 16.5 Hz), 7.47 (2H, d, J = 8.8 Hz), 8.05 (1H,
dd, J = 8.8, 2.2 Hz), 8.30 (1H, d, J = 2.2 Hz). To a solution of amines (2.5 equiv) and DIPEA (5
equiv) in CH2Cl2 at room temperature was added a solution of
3-[(E)-2-(4-chlorophenyl)vinyl]-4-methoxy-benzoyl chloride (1 equiv) in CH2Cl2 and the mixture
was stirred for 1 h at room temperature. The reaction mixture was washed with saturated aqueous
solution of NH4Cl and brine, dried over anhydrous Na2SO4, filtered, and concentrated in vacuo.
The residue was purified by flash chromatography (SiO2, n-hexane/EtOAc) to give the desired
products 32a-h.
3-[(E)-2-(4-Chlorophenyl)vinyl]-4-methoxy-N-methylbenzamide (32a).
Compound 32a was obtained from (E)-21 and methylamine hydrochloride as a colorless powder
in 84% yield. 1H-NMR (400 MHz, DMSO-d6) : 2.79 (3H, d, J = 4.4 Hz), 3.91 (3H, s), 7.10 (1H,
d, J = 8.8 Hz), 7.27 (1H, d, J = 16.5 Hz), 7.42 (1H, d, J = 16.5 Hz), 7.43 (2H, d, J = 8.5 Hz), 7.61
(2H, d, J = 8.5 Hz), 7.78 (1H, dd, J = 8.8, 2.2 Hz), 8.14 (1H, d, J = 2.2 Hz), 8.35 (1H, brq, J = 4.4
Hz). MS (ESI+) 302, 304 (Cl isotope) [M+H]+. HRMS (ESI+) calcd for C17H17ClNO2 [M+H]+
302.0942, found 302.0943.
3-[(E)-2-(4-Chlorophenyl)vinyl]-N-ethyl-4-methoxybenzamide (32b).
Compound 32b was obtained from (E)-21 and ethylamine hydrochloride as a colorless powder
in 86% yield. 1H-NMR (400 MHz, DMSO-d6) : 1.13 (3H, t, J = 7.1 Hz), 3.25-3.31 (2H, m), 3.90
(3H, s), 7.09 (1H, d, J = 8.8 Hz), 7.26 (1H, d, J = 16.5 Hz), 7.41 (1H, d, J = 16.5 Hz), 7.42 (2H, d,
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J = 8.5 Hz), 7.60 (2H, d, J = 8.5 Hz), 7.78 (1H, dd, J = 8.8, 2.2 Hz), 8.13 (1H, d, J = 2.2 Hz), 8.37
(1H, brt, J = 5.5 Hz). MS (ESI+) 316, 318 (Cl isotope) [M+H]+. HRMS (ESI+) calcd for
C18H19ClNO2 [M+H]+ 316.1099, found 316.1098.
3-[(E)-2-(4-Chlorophenyl)vinyl]-4-methoxy-N,N-dimethylbenzamide (32c).
Compound 32c was obtained from (E)-21 and dimethylamine hydrochloride as a yellow oil in
quantitative yield. 1H-NMR (400 MHz, CDCl3) : 3.08 (6H, brs), 3.91 (3H, s), 6.89 (1H, d, J =
8.5 Hz), 7.06 (1H, d, J = 16.5 Hz), 7.30 (2H, d, J = 8.8 Hz), 7.33 (1H, dd, J = 8.5, 2.2 Hz), 7.40
(1H, d, J = 16.5 Hz), 7.44 (2H, d, J = 8.8 Hz), 7.67 (1H, d, J = 2.2 Hz). MS (ESI+) 316, 318 (Cl
isotope) [M+H]+. HRMS (ESI+) calcd for C18H19ClNO2 [M+H]+ 316.1099, found 316.1097.
3-[(E)-2-(4-Chlorophenyl)vinyl]-N-(2-hydroxyethyl)-4-methoxybenzamide (32d).
Compound 32d was obtained from (E)-21 and 2-aminoethanol as a pale yellow powder in 81%
yield. 1H-NMR (400 MHz, DMSO-d6) : 3.30 (2H, dt, J = 5.8, 5.5 Hz), 3.52 (2H, dt, J = 5.8, 5.8
Hz), 3.91 (3H, s), 4.74 (1H, t, J = 5.8 Hz), 7.10 (1H, d, J = 8.5 Hz), 7.28 (1H, d, J = 16.5 Hz),
7.43 (1H, d, J = 16.5 Hz), 7.43 (2H, d, J = 8.5 Hz), 7.61 (2H, d, J = 8.5 Hz), 7.81 (1H, dd, J = 8.5,
2.2 Hz), 8.17 (1H, d, J = 2.2 Hz), 8.39 (1H, t, J = 5.5 Hz). MS (ESI+) 332, 334 (Cl isotope)
[M+H]+. HRMS calcd for C18H19ClNO3 [M+H]+ 332.1048, found 332.1048.
3-[(E)-2-(4-Chlorophenyl)vinyl]-N-(2,3-dihydroxypropyl)-4-methoxybenzamide (32e).
Compound 32e was obtained from (E)-21 and 3-aminopropane-1,2-diol as a colorless powder in
93% yield. 1H-NMR (400 MHz, DMSO-d6) : 3.21 (1H, ddd, J = 13.6, 5.5, 5.5 Hz), 3.35 (2H, dd,
J = 5.5, 5.5 Hz), 3.41 (1H, ddd, J = 13.6, 5.5, 5.5 Hz), 3.63 (1H, dddt, J = 6.0, 5.5, 5.5, 5.5 Hz),
3.91 (3H, s), 4.58 (1H, t, J = 5.5 Hz), 4.83 (1H, d, J = 6.0 Hz), 7.13 (1H, d, J = 8.8 Hz), 7.29 (1H,
d, J = 16.5 Hz), 7.43 (1H, d, J = 16.5 Hz), 7.43 (2H, d, J = 8.5 Hz), 7.61 (2H, d, J = 8.5 Hz), 7.82
(1H, dd, J = 8.8, 2.0 Hz), 8.19 (1H, d, J = 2.0 Hz), 8.38 (1H, t, J = 5.5 Hz). MS (ESI+) 362, 364
(Cl isotope) [M+H]+. HRMS calcd for C19H21ClNO4 [M+H]+ 362.1154, found 362.1152.
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3-[(E)-2-(4-Chlorophenyl)vinyl]-N-[(2R)-2,3-dihydroxypropyl]-4-methoxybenzamide (32f).
Compound 32f was obtained from (E)-21 and (R)-3-aminopropane-1,2-diol as a colorless
powder in 90% yield. 1H-NMR (500 MHz, DMSO-d6) : 3.21 (1H, ddd, J = 13.6, 5.5, 5.5 Hz),
3.36 (2H, dd, J = 5.5, 5.5 Hz), 3.41 (1H, ddd, J = 13.6, 5.5, 5.5 Hz), 3.65 (1H, dddt, J = 6.0, 5.5,
5.5, 5.5 Hz), 3.92 (3H, s), 4.59 (1H, t, J = 5.5 Hz), 4.83 (1H, d, J = 6.0 Hz), 7.12 (1H, d, J = 8.7
Hz), 7.30 (1H, d, J = 16.5 Hz), 7.44 (1H, d, J = 16.5 Hz), 7.44 (2H, d, J = 8.5 Hz), 7.62 (2H, d, J
= 8.5 Hz), 7.83 (1H, dd, J = 8.7, 2.3 Hz), 8.19 (1H, d, J = 2.3 Hz), 8.38 (1H, t, J = 5.5 Hz).
13C-NMR (125 MHz, DMSO-d6) : 42.9, 55.8, 63.8, 70.4, 110.9, 123.3, 124.6, 125.4, 126.6,
128.0, 128.1, 128.5, 128.7, 131.9, 136.1, 158.5, 166.0. MS (ESI+) 362, 364 (Cl isotope) [M+H]+.
HRMS (ESI+) calcd for C19H21ClNO4 [M+H]+ 362.1154, found 362.1152. []25D +14.3 (c 0.2,
MeOH).
3-[(E)-2-(4-Chlorophenyl)vinyl]-N-[(2S)-2,3-dihydroxypropyl]-4-methoxybenzamide (32g).
Compound 32g was obtained from (E)-21 and (S)-3-aminopropane-1,2-diol as a colorless
powder in 92% yield. 1H-NMR (500 MHz, DMSO-d6) : 3.21 (1H, ddd, J = 13.6, 5.5, 5.5 Hz),
3.35 (2H, dd, J = 5.5, 5.5 Hz), 3.41 (1H, ddd, J = 13.6, 5.5, 5.5 Hz), 3.65 (1H, dddt, J = 6.0, 5.5,
5.5, 5.5 Hz), 3.92 (3H, s), 4.59 (1H, t, J = 5.5 Hz), 4.84 (1H, d, J = 6.0 Hz), 7.12 (1H, d, J = 8.7
Hz), 7.29 (1H, d, J = 16.5 Hz), 7.44 (1H, d, J = 16.5 Hz), 7.44 (2H, d, J = 8.5 Hz), 7.62 (2H, d, J
= 8.5 Hz), 7.82 (1H, dd, J = 8.7, 2.3 Hz), 8.19 (1H, d, J = 2.3 Hz), 8.39 (1H, t, J = 5.5 Hz).
13C-NMR (125 MHz, DMSO-d6) : 42.9, 55.8, 63.8, 70.4, 110.9, 123.3, 124.6, 125.4, 126.6,
128.0, 128.1, 128.5, 128.7, 131.9, 136.1, 158.5, 166.0. MS (ESI+) 362, 364 (Cl isotope) [M+H]+.
HRMS (ESI+) calcd for C19H21ClNO4 [M+H]+ 362.1154, found 362.1154. []25D -14.5 (c 0.2,
MeOH).
3-[(E)-2-(4-Chlorophenyl)vinyl]-N-[2-hydroxy-1-(hydroxymethyl)ethyl]-4-methoxybenzamid
e (32h).
Compound 32h was obtained from (E)-21 and 2-aminopropane-1,3-diol as a colorless powder in
95% yield. 1H-NMR (500 MHz, DMSO-d6) : 3.54 (4H, dd, J = 6.0, 6.0 Hz), 3.92 (3H, s), 3.98
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(1H, dtt, J = 8.2, 6.0, 6.0 Hz), 4.68 (2H, t, J = 6.0 Hz), 7.11 (1H, d, J = 8.7 Hz), 7.30 (1H, d, J =
16.5 Hz), 7.44 (1H, d, J = 16.5 Hz), 7.44 (2H, d, J = 8.5 Hz), 7.62 (2H, d, J = 8.5 Hz), 7.83 (1H,
dd, J = 8.7, 2.3 Hz), 7.93 (1H, d, J = 8.2 Hz), 8.18 (1H, d, J = 2.3 Hz). 13C-NMR (125 MHz,
DMSO-d6) : 53.8, 55.8, 60.3, 110.7, 123.4, 124.5, 125.6, 126.9, 128.0, 128.1, 128.7, 128.7, 131.9,
136.1, 158.4, 166.0. MS (ESI+) 362, 364 (Cl isotope) [M+H]+. HRMS calcd for C19H21ClNO4
[M+H] 362.1154, found 362.1152.
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化合物の評価法
HUVEC proliferation assay
For the serial dilution of the compound, 5 μL of a solution was repeatedly diluted with the equal
volume of DMSO onto 96-well plates. Human umbilical vein endothelial cells (HUVECs) were
cultured in RPMI1640 supplemented with 10% FCS, containing 50 μg/mL heparin and 30 μg/mL
endothelial cell growth supplement (ECGS). Cells treated with a range of concentrations of the
compounds and seeded at 3000 cells/well in RPMI1640 supplemented with 5% FCS, containing
20 ng/mL vascular endothelial growth factor (VEGF) and culture medium as a reference. The
plates were incubated for 4 days at 37 °C in a humidified incubator containing 5% CO2. On the
last day, 10-20 μL of Cell Counting Kit-8 (Dojindo Laboratories, Tokyo, Japan) was added to the
culture in each well and the plates were further incubated for a few hours at 37 °C in a humidified
incubator containing 5% CO2. After incubation, absorbance in each well was measured at 450 nm
using a micro-plate reader (BIO-RAD Model 3550). The antiproliferative activity of each
compound for VEGF-induced condition was calculated by the formula (1-T/C) x 100 (%), where
T and C represent mean difference absorbance at 450 nm of the cells treated with compounds (T)
and that of the untreated control cells (C). The IC50 values were calculated using an Excel
function entitled mod100LinearIC50 developed by Roche Palo Alto Research Center (CA, USA).
Tube formation assay
The Angiogenesis Kit (Kurabo Industries Ltd.) was charged with the test compound at final
concentration of 4 μM and 20 μM, and incubated in a CO2 incubator (37 °C, 5%). After 11 days of
incubation, capillary-like tubes formed were fixed with 70% ethanol and visualized with a CD31
Staining Kit (also produced by Kurabo Industries Ltd.). Under a microscope, stain images of the
wells were photographed, stored as an image file, and measured quantitatively for the area of
capillary-like tube formation with Kurabo angiogenesis image analysis software. The inhibition
rates (%) of the test compound-charged wells were calculated, with the control taken as 100%.
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Solubility assay (LYSA)
Samples were prepared in triplicate from 10 mM dimethylsulfoxide stock solutions. After
evaporation (1 h) of dimethylsulfoxide with a centrifugal vacuum evaporator, the compounds
were dissolved in FaSSIF, and shaken for 2 h. The solutions were filtered using a microtiter filter
plate (Whatman UNIFILTER) and the filtrate was analyzed by UV measurement or HPLC-UV. In
addition, a four point calibration curve is prepared from the 10 mM stock solutions and used to
determine the solubility of the compounds. The results are expressed in μg/mL. Starting from a 10
mM stock solution, the measurement range for MW 500 was 0-666 μg/mL.
Liver microsomal stability assay
Mouse or human microsome incubations were conducted by an automated procedure
implemented on a Biomek FX (Beckman Coulter). Compounds (5 μM) were incubated in
microsomes at 1.0 mg protein/mL in a 50 mM potassium phosphate buffer, pH 7.4, at 37 °C.
Cofactor (NADPH) was produced by a generating system (glucose 6-phosphate, 3.2 mM;
β-NADP, 2.6 mM; MgCl2, 6.5 mM). Addition of the NADPH generating system to the
pre-warmed microsomes containing the test compound started the reaction. Aliquots (50 μL) were
taken at four defined time points within 60 min and transferred into 100 μL of MeOH containing
an internal standard. Concentration of each compound was analyzed by LC-MS/MS using an
ODS-3 RP 18 column (GL Sciences). Quantitative detection was achieved on a API 365
instrument (AB Sciex) using electron spray ionization. Concentrations were determined by ratio
of test compound and internal standard peaks and given as a percentage of the concentration
measured at the first time point (substrate depletion). Intrinsic clearance (CL, in μL/min/mg
microsomal protein) is the rate constant of the first-order decay of the test compound, normalized
for the protein concentration in the incubation.
Pharmacokinetic studies
Pharmacokinetic studies of 32f and 32g were performed in female nude mice following an oral
dose of 30 mg/kg. The compounds were dissolved in DMSO/Cremophor EL/1% Tween 80
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(1:1:8 v/v/v) and orally administered to animals through a stomach sonde. Blood of mice (n =
2/time point) was collected from the retro-orbital vein using a heparinized capillary or by heart
puncture using a disposable syringe with a 25G needle under light isoflurane anesthesia at the
scheduled time points of 30 min, 1, 2, 4, 7 and 24 h after administration. Blood samples were
immediately centrifuged by a hematocrit centrifuge (Model 3220, Kubota) at 12,000 rpm for 3
min or by a centrifuge at 3000 rpm for 10 min at 4 °C (LX-130, Tomy Seiko) to separate the
plasma. Plasma samples were immediately frozen on dry ice and stored in a deep freezer set at
-80 °C until analysis. The plasma sample (25 μL) was added with three volumes of
CH3CN/MeOH (1:1 v/v) including an internal standard, then thoroughly mixed to precipitate
plasma protein. The suspensions were transferred to 96-well MultiScreen filtration plates (0.45
μm) and filtrated by centrifugation at 1000 × g for 5 min at 4 °C (LX-130, Tomy Seiko). The
filtrate was applied to a liquid chromatography-tandem mass spectrometry (LC-MS/MS) system
(API3000, Applied Biosystems/MDS SCIEX) to measure concentrations of the compounds. The
lower limit of quantification (LLOQ) was 20 ng/mL for each compound. The pharmacokinetic
parameters were calculated by non-compartmental analysis using Watson ver. 6.3 (ThermoFisher
Scientific).
Antitumor test
Cell suspension of human lung carcinoma cell line Calu-6 was prepared using Hanks' balanced
salt solution implanted subcutaneously in the flank region of female Balb/c nude mice,
respectively at 5.0  106 cells per mouse. When the volume of the tumor reached 150 mm3, the
test compound was orally administered once daily for 11 days. The tumor volume was calculated
from the equation 1/2  (long diameter  short diameter2). The tumor growth inhibition rate was
calculated from changes in the tumor volume in the test compound treatment group relative to
changes in that of the control group.
Measurement of the number of blood vessels in the tumor
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5.0  106 Cells of human lung carcinoma cell line Calu-6 were implanted subcutaneously in the
flank region of female Balb/c nude mice. When the tumor volume reached 150 mm3, the test
compound was orally administered once daily for 11 days. Twenty-four hours after the final
administration, xenograft tissue was removed from the mice, and a middle portion of the long
diameter of the tumor was embedded, as a block 2 to 3 mm thick, in O.C.T. Compound, and
preserved as a frozen tissue specimen. Frozen sections were prepared, and blood vessels in the
tumor tissue were stained by an immunohistological method using anti-mouse CD31 antibody.
The stained tissue was photographed under a microscope, and the images were stored as an image
file. The number of the stained blood vessels was measured by Image-Pro Plus (Nippon Roper
K.K.). The rate of blood vessel density decrease was calculated as a rate compared to the blood
vessel density decrease in the control group.
Antitumor test of 32f in combination with sunitinib
Cell suspension of human lung carcinoma cell line Calu-6 was prepared using Hanks' balanced
salt solution and implanted subcutaneously in the flank region of female and Balb/c nude mice at
5.0  106 cells per mouse. When the volume of the tumor reached 200 mm3, the mice were
randomized into 4 groups (n = 5), and the following treatment was implemented orally once daily
for 11 days: 1) vehicle, 2) 32f (150 mg/kg), 3) sunitinib (80 mg/kg), 4) combination of both test
compounds. The tumor volume was calculated from the equation 1/2  (long diameter x short
diameter2). The tumor growth inhibition rate was calculated from changes in the tumor volume in
the test compounds treatment group relative to changes in that of the control group.
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